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Einleitung 1
1 EINLEITUNG
Im Kap. 1 werden die Leber und ihre Funktion, die partielle Hepatektomie als
Modell zur Untersuchung der Leberregeneration in Säugern, der Zellzyklus so-
wie die Funktion der E-Cycline im Zellzyklus beschrieben. Daraus leitet sich die
Zielsetzung der vorliegenden Dissertation ab.
1.1 Die Leber und ihre Funktion
Die Leber (lat. Hepar) ist das zentrale Stoffwechselorgan des menschlichen
Körpers und besitzt eine hohe metabolische Leistungsfähigkeit. Ihre wichtigsten
Aufgaben sind die Synthese diverser Proteine (z.B. Gerinnungsfaktoren, Plas-
maalbumine, Fibrinogen), die Glukoneogenese, die Ketonkörpersynthese, so-
wie die Produktion von Cholesterin und Gallensäuren (Funktion als exokrine
Drüse).
Die Leber fungiert als zentrales Speicherorgan für Glukose (Speicherform Gly-
kogen), aber auch für Fette in Form von Lipoproteinen (Chylomikrone, VLDL,
IDL, LDL und HDL), für Vitamine (besonders für die fettlöslichen Vitamine E, D,
K, A), Kupfer und Eisen (in Form von Ferritin). Im Rahmen der Immunreaktion
synthetisiert sie Akute Phase Proteine und sezerniert IgA in den Gastrointesti-
naltrakt 1.
Weiterhin ist sie am Abbau (z.B. von Hämoglobin zu Bilirubin) und an der Meta-
bolisierung bzw. Ausscheidung von Stoffwechselprodukten, Hormonen, Medi-
kamenten und Noxen beteiligt. Auf Grund ihrer detoxifizierenden Eigenschaften
kann es in der Leber im Vergleich zu anderen Geweben zu einem überproporti-
onal starken Untergang von Hepatozyten kommen. Im Gegensatz zu anderen
Geweben besitzt die Leber jedoch die Fähigkeit zur Regeneration 2. An diesem
komplexen Vorgang sind neben den Hepatozyten sowohl Nicht-
Parenchymzellen als auch diverse Wachstumsfaktoren beteiligt, die im Blut der
V. portae nachzuweisen sind 3. Für die Regeneration benötigt die Leber eine
gut kontrollierte Zellzyklusregulation.
Besonders schädigend für die Leber ist Ethanol, der in hoher Konzentration
durch Induktion des Cytochroms P450 zu oxidativem Stress führen kann 4,5.
Dabei kommt es durch verminderten Alkoholabbau über die Alkoholdehydroge-
nase und gesteigerten Sauerstoffverbrauch zu läppenchenzentraler Hypoxie.
Auf Grund einer verringerten Oxydierung von Fettsäuren und einer gesteigerten
Lipogenese entwickelt sich eine Fettleber 6,7, die durch Ablagerung von Trigly-
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zeriden in den Hepatozyten entsteht. Außerdem ist der beim Alkoholabbau syn-
thetisierte Acetaldehyd direkt lebertoxisch. Als Folge eines chronischen Ablaufs
von Zelltod und Regeneration der Hepatozyten resultiert eine Veränderung der
Gewebearchitektur mit entzündlicher Fibrose, bindegewebigen Septen und
Ausbildung von Regeneratknoten. 60 % aller Leberzirrhosen in den westlichen
Industrieländern sind auf chronischen Alkoholabusus zurückzuführen 6.
Diese wiederum bildet eine Grundlage für die Entstehung des hepatozellulären
Karzinoms.
1.2 Die partielle Hepatektomie als Modell zur Untersuchung der Leberre-
generation in Säugern
Wie bereits in Kapitel 1.1 erwähnt, besitzt die Leber die Fähigkeit, sich nach
einer Schädigung zu regenerieren. Die Hepatozyten sind hochdifferenzierte Le-
berparenchymzellen, die unter normalen Bedingungen keine Zellteilungsaktivi-
tät besitzen und sich daher in der Ruhephase des Zellzyklus, der sogenannten
G0-Phase, befinden. Als schnelle Antwort auf durch Gewebe- bzw. Zellverlust
hervorgerufene Stimuli, beginnen die Hepatozyten mit der Proliferation. Wäh-
rend dieses regenerativen Prozesses behalten die Zellen die wichtigsten mor-
phologischen Eigenschaften bei. Allerdings steigern sie die Harnstoffsynthese
und führen außerdem die Metabolisierung von Medikamenten sowie die Syn-
these von Albumin fort. Diese außergewöhnliche Eigenschaft des kompensato-
rischen Wachstums als Reaktion auf toxische Schädigung bzw. physikalischen
oder infektiösen Zellverlust beinhaltet die Hypertrophie (Vergrößerung der Zelle)
und die Hyperplasie (Vermehrung der Zellen).
Ein gut etabliertes Modell zur Untersuchung der Hepatozytenproliferation wäh-
rend der Leberregeneration stellt die partielle Hepatektomie (PH) in Nagern dar,
die 1931 erstmals von Higgins und Anderson beschrieben wurde. In diesem
Modell wird z.B. Mäusen 66 % der Leber in einem chirurgischen Eingriff ent-
fernt. Im Rahmen der sich anschließenden Leberregeneration treten die
verbleibenden, ruhenden Hepatozyten aus der G0- in die G1-Phase des Zellzyk-
lus über und absolvieren ein bis zwei Replikationsrunden 8. Etwa 24 Stunden
nach der Operation beginnen die Hepatozyten mit der Initiation der DNA-
Synthese und in einem Zeitraum von 40-48 Stunden post PH zeigt sich in der
Leber ein Maximum an mitotisch aktiven Hepatozyten. Sieben bis zehn Tage
nach Durchführung der partiellen Hepatektomie ist normalerweise die ursprüng-
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liche Lebermasse und Hepatozytenzellzahl wieder hergestellt; dies entspricht
durchschnittlich ca. 1,6 Zellteilungen der verbleibenden Hepatozyten. Nach Re-
generation der Leber beträgt ihre Masse 10 % mehr bzw. weniger als vor dem
chirurgischen Eingriff 2,9,10.
Die Initiation der Leberregeneration wird zunächst von extrahepatischen Signa-
len wie z.B. Cytokinen und Wachstumsfaktoren gesteuert 2,8,11,12. Diese Signale
bewirken den Übergang des ruhenden Hepatozyten von der G0- in die G1-
Phase durch die Aktivierung von Zellzyklusmediatoren.
Das weitere Fortschreiten der Zellen durch den Zellzyklus wird ebenfalls über
spezifische Wachstumsfaktoren reguliert, wobei die Passage der G1/S- und
G2/M-Kontrollpunkte unter der Kontrolle von Cyclinen und Cyclin-dependent
Kinases (Cdks) erfolgt 13,14,15,16.
1.3 Der Zellzyklus
Eukaryontische Zellen besitzen die Fähigkeit zur Zellteilung, die für die Indivi-
dualentwicklung des Organismus bzw. die Organregeneration notwendig ist.
Als Zellzyklus wird die Gesamtheit aller biochemischen Vorgänge bezeichnet,
die während der Teilung einer Zelle stattfinden. Unterteilt wird dieser in die Mi-
tose (Kernteilung) und in die Interphase (Zwischenphase), die sich wiederum in
G1-, Synthese- und G2 -Phase gliedert 17 (Abb. 1). Diese Terminologie wurde
1953 von A. Howard und S. R. Pelc eingeführt.
In der Mitose entstehen durch proportionale Verteilung der Chromosomen in
Verbindung mit der Teilung des Zellkerns (Karyogenese) und der Zelle (Zytoge-
nese) zwei genetisch identische Tochterzellen. Jeder Mitose somatischer Zellen
geht die Interphase voraus. Charakteristisch für die G1- und G2- Phase ist die
Zunahme des Zellvolumens, in der sich die Zelle außerdem durch unterschied-
liche Mechanismen (z.B. durch die Synthese von Zellbestandteilen oder die Lö-
sung der Zellkontakte zu anderen Zellen) auf die Verdoppelung des Chromo-
somensatzes in der S-Phase bzw. auf die Mitose vorbereitet.
Werden diese Prozesse in Form von unvollständiger Replikation der DNA,
DNA-Schäden, dem Entzug von Wachstumsfaktoren oder der Fehlpaarung der
Metaphase-Chromosomen gestört, so führt dies zur Arretierung der Zelle an so
genannten Zellzyklus-Kontrollpunkten. Diese befinden sich in der späten G1-
Phase (Restriktionspunkt), am Ende der G2-Phase (G2/M-Kontrollpunkt) oder in
der Mitose (Spindel-Kontrollpunkt) (Abb. 1). Sie dienen dazu, den Zellzyklus
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solange zu blockieren, bis die aufgetretenen Fehler in der Zelle entweder beho-
ben sind oder zur Eliminierung der betroffenen Zellen durch Apoptose führt 18,19.
Diesen zeitlich begrenzten Unterbrechungen des Zellzyklus steht die langfristi-
ge mitotische Inaktivierung von Zellen gegenüber, die als G0-Phase bezeichnet
wird.
Die zeitliche Koordination der verschiedenen Prozesse im Zellzyklus wird durch
Cycline gesteuert 20,21. Ihrem Namen entsprechend handelt es sich dabei um
zyklisch vorkommende Proteine, die in einer definierten Reihenfolge in be-
stimmten Phasen des Zellzyklus oszillieren. Cycline sind die regulatorischen
Untereinheiten der Cyclin-abhängigen Kinasen, mit denen sie Komplexe bilden
und zellzyklusrelevante Substrate phosphorylieren. Die Phosphorylierung spezi-
fischer Substrate setzt dann die entsprechenden zellzyklusabhängigen Mecha-
nismen in Gang. Die Cycline der D-Familie (D1, D2 und D3) werden in der frü-
hen und mittleren G1-Phase des Zellzyklus synthetisiert und binden an Cdk4
sowie Cdk6 (Abb. 1). Da die Expression der D-Cycline von Wachstumsfaktoren
abhängig ist, stellen die D-Cycline Sensoren dar, durch die extrazelluläre Signa-
le den Zellzyklus modulieren 22,23. Kommt es zu diesem Zeitpunkt zu einem
Entzug von Wachstumsfaktoren, werden die Zellen in der G1-Phase arretiert.
Am Restriktionspunkt in der späten G1-Phase geht die Steuerung von den D-
Cyclinen an die E-Cycline über (Abb. 1). Nach Überschreiten des Restriktions-
punktes ist die weitere Zellzyklusprogression unabhängig von Wachstumsfakto-
ren. Werden den Zellen durch Serumentzug Wachstumsfaktoren entzogen,
vollenden sie trotzdem die Mitose und werden erst in der nächsten G1-Phase
arretiert. Bei ungestörter Zellzyklusprogression beginnt jenseits des Restrikti-
onspunktes die Akkumulation der E-Cycline, die ihr Maximum im G1-S-
Übergang haben und in der S-Phase wieder abgebaut werden.
Die Cycline E1 und E2 bilden Komplexe mit der Cdk2 und Cdk3 (Abb. 1) und
steuern die Kinaseaktivität und Substratspezifität der Cyclin E/Cdk-Komplexe 24,
deren Funktionen als Koordinatoren des G1-S-Übergangs weiter unten darge-
stellt werden. In der S-Phase bestimmen die A-Cycline in Komplexen mit Cdk1
und Cdk2 den Fortgang des Zellzyklus 25, während in der folgenden G2-Phase
Cyclin A und Cyclin B zusammen mit der Cdk1 die Steuerung übernehmen.
Nach Erreichen des Checkpoints am G2-M-Übergang kontrollieren Cycline der
B-Familie alleine den Ablauf der Mitose 26. Die Transition der Zellen aus der G0-
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Phase in die Zellzyklusprogression wird ebenfalls von Cyclin E/Cdk2+3-
Komplexen kontrolliert.
G0
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Abb. 1: Die Zellzyklusphasen werden durch Cyclin-abhängige Kinasen (Cdks) und deren
regulatorische Untereinheiten, den Cyclinen, gesteuert. Die Aktivität der Cyclin/Cdk-
Komplexe hängt vom Phosphorylierungszustand der Cdks und der Stärke der Cyclin-
Expression ab. Die phasenspezifischen Cyclin/Cdk-Komplexe sind für das Fortschreiten der
Zellen durch den Zellzyklus mitverantwortlich. Zunächst erfolgt durch die Anreicherung der Cyc-
lin D/Cdk4+6-Komplexe die Passage des Restriktionspunktes. Fehlen Wachstumsfaktoren,
werden die Zellen in der G1-Phase arretiert. Durch die Cyclin E/Cdk2+3-Komplexe erfolgt der
Übergang von der G1-in die S-Phase. Mit Hilfe der Cyclin A/Cdk1+2- und Cyclin A+B/Cdk1-
Komplexe gelangen die Zellen durch die S-Phase und von der G2- in die M-Phase, wobei sie
erst den G2/M- und daraufhin den Spindel-Kontrollpunkt passieren. Die Transition der ruhenden
Zellen aus der G0-Phase in die Zellzyklusprogression wird ebenfalls durch Cyclin E/Cdk2+3-
Komplexe gesteuert.
1.4 Die Funktion der E-Cycline für den Zellzyklus
Wie oben dargestellt, besitzen die E-Cycline eine wichtige Funktion beim Über-
gang von der G1- in die S-Phase. Während dieser Prozess in einfachen mehr-
zelligen Organismen wie z.B. Drosophila melanogaster oder niederen Wirbeltie-
ren (beispielsweise Xenopus laevis) von einem singulären E-Cyclin gesteuert
wird, wurden in Säugetieren zwei unterschiedliche E-Cycline nachgewiesen, die
mit Cyclin E1 und Cyclin E2 bezeichnet werden.
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E-Cycline bilden einen Komplex mit der Cdk2 (siehe Kap. 1.3), der durch
Phosphorylierung von unterschiedlichen Substraten zu folgenden Zelleffekten
führt:
1. Initiierung/Modulation der DNA-Replikation 27
2. Initiierung der Histonbiosynthese 28
3. Duplikation der Zentrosomen 29
4. Regulation von Transkriptionsvorgängen des Zellzyklus 30
5. Spleißen von prä-mRNAs 31
Bis vor Kurzem wurde davon ausgegangen, dass die Aktivierung des Cyclin
E/Cdk2-Komplexes eine Voraussetzung für die weitere Zellzyklusprogression
des Hepatozyten ist 8,32. Aktuelle Untersuchungen 33,34,35 veranlassen allerdings
dazu, die Funktion des Cyclin E/Cdk2-Komplexes für den Zellzyklusprogress
neu zu definieren (siehe weiter unten). Seine Aktivierung wird durch verschie-
dene Faktoren gesteuert. Initial beeinflussen extrazelluläre Stimuli unter ande-
rem über den Ras/Map-Signalweg die Aktivität des Cyclin D/Cdk4/6-Komplexes
und von c-myc. CyclinD/Cdk4/6 führt unmittelbar zur Phosphorylierung der Po-
cketproteine pRB und p130. Als Folge werden die E2F-Transkriptionsfaktoren
freigesetzt. Sie führen zur vermehrten Transkription von Cyclin E und zur Akti-
vierung des Cyclin E/Cdk2-Komplexes in der späten G1-Phase. Zudem besteht
über die Cyclin E/Cdk2-abhängige Phosphorylierung der Pocketproteine ein
zusätzlicher auto-regulatorischer Prozess, der die Effizienz der Aktivierung wei-
ter amplifiziert 36.
Allerdings muss das bislang gültige Modell der G0/G1-/S-Zellzykluskontrolle
durch den Cyclin E/Cdk2-Komplex insbesondere aufgrund aktueller, unerwarte-
ter Ergebnisse der Arbeitsgruppen von Sicinski 33, Amati 35 und Barbacid 34 fun-
damental revidiert werden: Entgegen der bisherigen Annahme, dass der Cyclin
E/Cdk2- Komplex für den G1-/S-Phase-Übergang im Zellzyklus essentiell ist,
wurde in Knockout-Mäusen überraschenderweise gezeigt, dass weder Cdk2,
noch Cyclin E1 oder E2 für die Embryonalentwicklung und damit für die Prolife-
ration embryonaler Zellen wesentlich sind. Der konstitutive Knockout von Cdk2,
Cyclin E1 oder E2 in der Maus ist nicht letal und in den entsprechenden Tieren
zeigt sich eine nahezu unveränderte Zellproliferation 33,35. Allerdings sind Dop-
pelknockout-Mäuse für Cyclin E1 und E2 nicht lebensfähig. Dieser Phänotyp ist
jedoch nicht auf Zellzyklusdefekte, sondern auf Defekte bei der Plazentaent-
wicklung und insbesondere der „trophoblast giant cells“ zurückzuführen. Emb-
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ryonale Cyclin E1-/-E2-/- Stammzellen bzw. embryonale Cyclin E1-/-E2-/-
Fibroblasten proliferieren dagegen nahezu normal und sind z.B. in der Lage,
das Retinoblastoma Protein (RB) zu phosphorylieren, das als wichtiges Zielgen
von Cyclin E bekannt ist. Es wird vermutet, dass redundante Zellzyklusfaktoren
die Funktion von Cyclin E beim Zellzyklusprogress übernehmen können. Inte-
ressanterweise sind embryonale Cyclin E1-/-E2-/- Fibroblasten, die zuvor durch
Serumentzug in einen G1-Zellzyklusarrest überführt wurden, nicht mehr in der
Lage, nach Serumzugabe wieder in den Zellzyklus einzutreten. Weiterhin zeigte
sich, dass in embryonalen Cyclin E1-/-E2-/- Fibroblasten die onkogene Trans-
formation der Zellen in vitro nicht mehr stattfindet. Eine essentielle Aufgabe ha-
ben Cyclin E1/E2 demnach offenbar für den Übergang ruhender (G0-) Zellen in
die S-Phase des Zellzyklus bzw. bei der Tumorgenese. Diese Daten konnten
allerdings aufgrund des letalen Phänotyps der Cyclin E1-/-E2-/- Embryonen
bisher noch nicht in vivo verifiziert werden.
Ganz aktuelle Arbeiten 37 haben darüber hinaus erstmals gezeigt, dass Cyclin
E1 und E2 im Rahmen der Leberregeneration nicht-redundante und zum Teil
sogar entgegengesetzte Funktionen wahrnehmen: Knockout-Mäuse für Cyclin
E1 zeigen einen moderaten Phänotyp nach PH mit einer lediglich leicht verzö-
gerten Zellzyklusprogression, aber einer nahezu völligen Inhibition der Endo-
replikation in regenerierenden Hepatozyten. Dagegen zeigen Cyclin E2 Knock-
out-Mäuse nach PH eine Überexpression von Cyclin E1, eine exzessive DNA-
Synthese und als Konsequenz eine Hepatomegalie der regenerierten Leber. Es
konnte nachgewiesen werden, dass die basale Genexpression von Cyclin E2 in
Hepatozyten 10-20fach stärker ist als die von Cyclin E1, wobei Cyclin E2 die
Genexpression von Cyclin E1 über einen noch nicht aufgeklärten Mechanismus
inhibiert.
Die transkriptionelle Regulation von Cyclin E1 ist sehr gut untersucht. Während
der späten G1- bis zum Ende der S-Phase findet die Expression von Cyclin E1
statt 24,38,39. Über die Komplexbildung von Cyclin D mit Cdk4 bzw. Cdk6 und der
Phosphorylierung von pRB und p130 kommt es zur Freisetzung von E2F (siehe
oben) und somit zur Aktivierung der Transkription. Diese kann verstärkt werden,
indem Cyclin E/Cdk-Komplexe direkt E2F phosphorylieren, wodurch wiederum
die Expression von Cyclin E1 gesteigert wird 40.
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Die Hemmung von Cyclin E1 erfolgt mit Hilfe unterschiedlicher Mechanismen.
Dazu zählt der Abbau durch das Ubiquitin-Proteasomen-System 41 während der
S-Phase. Außerdem wird Cyclin E1 durch die Interaktion mit Cyclin-Kinase-
Inhibitoren (p21Waf1 und p27Kip1) sowie p107 42 und durch die Bildung eines Mul-
tiproteinkomplexes, der die Transkription inhibiert 43, gehemmt.
Für die verschiedenen Funktionen wurden bereits spezifische Aminosäurese-
quenzen des Proteins identifiziert und charakterisiert 24,44,45,46.
Eine besondere Bedeutung hat Cyclin E1 bei der malignen Transformation und
der Entstehung von Karzinomen. Während Mutationen des Cyclin E1-Gens nur
selten beobachtet wurden, konnten abnorm hohe Cyclin E1-Level sowohl in
Primärtumoren als auch in Krebszelllinien identifiziert werden. Dies ist Folge
einer Genamplifizeriung oder eines deregulierten Abbaus durch das Ubiquitin-
Proteasomen-System 47. Je später das Stadium und die Differenzierung des
Tumors, desto stärker ist die Veränderung der Cyclin E1-Expression. Dadurch
ist es möglich, Cyclin E1 als potentiellen Prognosemarker für humane Tumoren
zu verwenden 48.
Hohe Cyclin E1-Level wurden beispielsweise im Mammakarzinom, bei gastroin-
testinalen Tumoren und Leukämien, sowie in Lymphomen festgestellt.
Im Gegensatz zu dem bereits intensiv untersuchten Cyclin E1, wurde Cyclin E2
erst 1998 entdeckt und bislang noch nicht ausreichend charakterisiert.
Das Cyclin E2-Gen kodiert für ein kurzlebiges, relativ unstabiles Protein 47,49,
das 404 Aminosäuren enthält und ebenso wie Cyclin E1 primär im Nukleus lo-
kalisiert ist 47. Neben den bereits erwähnten Gemeinsamkeiten mit Cyclin E1
besitzen beide Cycline weitere Übereinstimmungen 33,47,51. Die größte Überein-
stimmung zwischen den angesprochenen E-Cyclinen liegt innerhalb der „Cyclin-
Box“ (Aminosäuresequenz 137-238) mit einer Homologie von 75 % 47,49. Dar-
über hinaus weist Cyclin E2 auch funktionale Gemeinsamkeiten mit Cyclin E1
auf: Es aktiviert ebenfalls selektiv die Cdk2 und Cdk3 47,50,51. Ebenso wird Cyclin
E2 durch Cdk-Inhibitoren der CIP/KIP-Familie (p21, p27) gehemmt 47,49,51. Wie
bereits von Cyclin E1 bekannt, schwanken die Cyclin E2 mRNA-Spiegel perio-
disch im Verlauf des Zellzyklus mit einem Maximum während des Übergangs
von der G1- in die S-Phase 52,53.
Eine ektopische Expression von Cyclin E2 führt zur Beschleunigung der G1-
Phase. Daraus kann geschlossen werden, dass dieses Protein u.a. geschwin-
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digkeitsbestimmend für die Zellzyklusprogression ist 49,51. Sein Abbau erfolgt
gleichermaßen über das Ubiquitin-Proteasomen-System. Dabei wird Cyclin E2
mittels Phosphorylierung durch die Cdk2 am Threoninrest 392 aus dem Prote-
inkomplex freigesetzt 47,49.
Allerdings konnte auch gezeigt werden, dass Cyclin E1 und E2 nicht absolut
redundant sind 49,50. So besitzen die beiden Proteine eine unterschiedliche Ge-
webespezifität: Während Cyclin E2 in Gehirn und Thymus besonders stark
exprimiert wird, wurde Cyclin E1-mRNA in diesen Geweben kaum detektiert.
Dagegen sind in der Plazenta hohe Cyclin E1- jedoch nur geringe Cyclin E2-
Spiegel nachweisbar. Die Beobachtung, dass Cyclin E1 primär in Gewebe mit
proliferierenden Zellen und Cyclin E2 vorzugsweise in Gewebe mit postmitoti-
schen Zellen anzutreffen ist, lässt vermuten, dass Letzteres auch eine Funktion
außerhalb der Zellzyklusregulation besitzt 47.
Ebenso wie Cyclin E1 wurde auch Cyclin E2 in diversen Karzinomen nachge-
wiesen. So fand sich vorwiegend in östrogenrezeptorpositiven Mammakarzino-
men ein Cyclin E2-Anstieg von 38 % gegenüber normalem Brustgewebe. Da
zusätzlich auch der Cyclin E1-Spiegel erhöht ist, lässt dieses vermuten, dass
hohe E-Cyclin-Level zur Abkopplung der Hormonantwort der Tumore führt. Die
Expression des Proteins korreliert dabei proportional mit der Proliferation der
Karzinomzellen. Auch in invasiven Ductuskarzinomen, Lungenkrebszelllinien
und Leukämien (myeloische und v.a. akute lymphatische) konnten hohe Cyclin
E2-Spiegel nachgewiesen werden 54,55.
In Versuchen mit Cyclin E1 und E2 Einzel- und Doppelknockout-Mäusen zeigte
sich, dass Einzelknockout-Mäuse überlebensfähig sind, während die Doppel-
knockout-Mäuse in der Mitte der Gestation sterben. Da die Embryos jedoch
keine offensichtlichen Defekte im Bereich der Zellproliferation aufweisen, beruht
diese Tatsache wahrscheinlich auf Schädigungen in der Plazenta. Dies zeigt,
dass beide E-Cycline nicht essentiell für die Entwicklung und Proliferation
des Mausembryos sind 35.
Über die Genregulation von Cyclin E2 ist bislang wenig bekannt. Insbesondere
ist auch der Cyclin E2-Promotor noch nicht beschrieben worden. Aktuelle Arbei-
ten 37 zeigen, dass Cyclin E2 in Hepatozyten deutlich stärker exprimiert wird als
Cyclin E1. Allerdings ist bislang nicht bekannt, welche Regulationselemente
hierfür verantwortlich sind.
Einleitung 10
1.5 Zielsetzung der Arbeit
E-Cycline sind für die Transition von ruhenden Zellen in die Zellzyklusprogres-
sion (z.B. bei Hepatozyten) von Bedeutung. Bisher wurden in Säugern zwei E-
Cycline (Cyclin E1 und Cyclin E2) identifiziert. Von diesen wurde bislang ange-
nommen, dass sie auf Grund ihrer starken morphologischen und physiologi-
schen Homologie überlappende Funktionen ausüben und daher vermutlich re-
dundant sind.
Aktuelle Daten aus Cyclin E1 und E2 Knockout-Mäusen zeigen jedoch, dass die
beiden Proteine unterschiedliche und nicht-redundante Funktionen in der Regu-
lation nach partieller Hepatektomie wahrnehmen.
Diese Befunde lassen sich zum Teil durch die differentielle Genregulation von
Cyclin E1 und Cyclin E2 in der Leber erklären, wobei insbesondere die hohe
Basalexpression von Cyclin E2 für eine balancierte G0-/G1-/S-Phase Transition
von Bedeutung zu sein scheint.
Das Ziel der hier vorliegenden Arbeit war die Isolierung und Charakterisierung
des murinen Cyclin E2-Promotors. Ein Schwerpunkt war dabei insbesondere
die Identifizierung von Promotorelementen, die für die starke basale Expression
von Cyclin E2 in Hepatozyten verantwortlich sind, sowie die Charakterisierung
von Transkriptionsfaktoren, die die basale und induzierte Genexpression von
Cyclin E2 steuern.
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2 MATERIAL UND METHODEN
Im folgenden Kapitel werden die unterschiedlichen Materialien (Kap. 2.1) und
Methoden (Kap. 2.2) beschrieben, die für die Dissertation verwendet bzw. an-
gewandt wurden.
2.1 Material
2.1.1 Bakterienstämme
Für die Transformation von DNA (Plasmide oder Ligationsansätze) wurden
kommerziell erhältliche Zellen des Escherichia coli-Stammes TOP10F‘ (One
Shot® TOP10F‘, Fa. Invitrogen) entsprechend den Vorgaben des Herstellers
verwendet.
Genotyp:
F‘{laclq, Tn10(TetR)} mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) ø80lacZ∆M15 ∆lac X74 re-
cA1 araD139 ∆(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG
2.1.2 Zelllinien
Für die Transfektion von Luziferase-Reporterplasmiden und Untersuchungen
der Zellzyklusregulation wurden die Zelllinien HuH7 und Hepa1-6 verwendet.
Bei HuH7-Zellen handelt es sich um hochdifferenzierte humane Leberkarzi-
nomzellen mit einer Verdoppelungszeit von ca. 29 Stunden 56.
Hepa1-6-Zellen stellen eine Maushepatomzelllinie mit einer Verdoppelungszeit
von ca. 30 Stunden dar 57 .
2.1.3 Kulturmedien, Puffer, Lösungen
Medium für die Zellkultur von Säugerzellen
Hepa1-6- und HuH7-Zellen wurden in DMEM (Fa. Gibco BRL) mit 10 % fötalem
Kälberserum (FCS) und 0,1 mg/ml Penicillin/Streptomycin kultiviert.
Zur Zellzyklusarretierung dieser Zellen wurde DMEM mit 0,1 mg/ml Penicil-
lin/Streptomycin und 0,2 % FCS verwendet.
Medium für Bakterien
E. coli-Bakterien wurden in 250 ml LB (Luria Broth)-Medium angeimpft, welches
sich aus 10 g Bacto-tryptone (Pepton 140), 5 g Bacto-yeast-extract, 10 g NaCl
und 1000 ml deionisiertem H2O zusammensetzt. Dieser Ansatz wurde autokla-
viert und vor Benutzung mit 0,1 mg/ml Ampicillin versetzt.
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Medium für Agarplatten
1 Liter LB-Medium wurde mit 15 g Bacto-Agar versetzt und autoklaviert. Nach
Abkühlung auf unter 60°C wurde 2 ml Ampicillin-Lösung (100 mg/ml Ampicillin-
Natrium) zu dem Ansatz gegeben. Das Medium wurde in Petrischalen mit ei-
nem Durchmesser von 10 cm gegossen und nach dem Aushärten bis zur Ver-
wendung überkopf bei 4°C gelagert.
Einfriermedium für Hepatomzellen
Nach der Zentrifugation der trypsinierten Zellen wurde das Pellet in 5 ml Ein-
friermedium bestehend aus DMEM mit 20 % FCS und 10 % DMSO resuspen-
diert und die Zellen vor der Lagerung in flüssigem Stickstoff vorsichtig durch
Isopropanol bei -80°C abgekühlt.
2.1.4 Primer und Plasmide
Alle Primer wurden von der Firma MWG bezogen. Die Sequenz ist in 5’-3’-
Richtung angegeben. In der linken Spalte ist der Name bzw. die Bezeichnung
des Primers angegeben, während sich in der rechten Spalte die dazugehörige
Sequenz wiederfindet.
+91 CTC GAG TGC GGA GAG TCT GGC TGG TTA A
Gegenstrangprimer zur Amplifizierung des murinen Cyclin E2-
Promotors, bindet im kodierenden Bereich, XhoI-tail
-1708 GGT ACC AAG GCT CCC ACG TAC CTC GTC C
-1594 GGT ACC GTG TTT ACA TTC TGC GGC CG
-1502 GGT ACC TCC CCG TGC CTC TGA GGA GAC
-1444 GGT ACC CAA AAC GCG GAG CCG AAC CG
-1418 GGT ACC GAC ACT CCG AGA TCT AAG AG
-1369 GGT AAC AAG GCG TGC GGG AGC CTG T
-1329 GGT AAC AGG AGC CTC TGA GCC GTG CA
-1299 GGT AAC GCG CAG GTG AAG CGC CGA GA
-1259 GGT AAC CAG CCG TAC GGC CAC TCG
-1201 GGT AAC TGA GGG CAG GGC GCG
-1144 GGT AAC AAG GCG CCG GCC GAG GTG TCA
-1090 GGT ACC CCG GCC TAT ATA TTG AGT TG
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-821 GGT ACC CAA AGC TTC TCT GGG AGC TTC
Primer zum Nachweis von GAPDH in GAPDH-PCR
GAPDH 1 TGA TGA CAT CAA GAA GGT GGT GAA G
GAPDH 2 TTC TTG GAG GCC ATG TAG GCC AT
Primer zum Nachweis von Cyclin E1 human in RT-PCR Reaktionen
cycE1humanRTs ATC CTC CAA AGT TGC ACC AG
cycE1humanRTas AGG GGA CTT AAA CGC CAC TT
Primer zum Nachweis von Cyclin E2 human in RT-PCR Reaktionen
CcnE2 hs sense GCT TCA ACT CAT TGG AAT TAC C
CcnE2 hs asense AGC ACC ATC AGT GAC GTA AGC
Primer zum Nachweis von Cyclin E1 Maus in RT-PCR Reaktionen
E1 sense ACA GCA GGT CTT CGT GCA GAT CG
E1 asense CAG CGA GGA CAC CAT AAG GAA ATT C
Primer zum Nachweis von Cyclin E2 Maus in RT-PCR Reaktionen
CcnE2 real S1 CCA TGG AAG ATA GAC ACA ATA TCC
MMCcnE2-P1 CAT AAT GCC TCC ATT ACA CAC TGG
Primer zum Nachweis von GAPDH in RT-PCR Reaktionen
GAPDH realtimeS TGT TGA AGT CAC AGG AGA CAA CCT
GAPDH
realtimeAS
AAC CTG CCA AGT ATG ATG ACA TCA
Oligonukleotide für EMSA-Analysen
CcNE2 1-35 GAC ACT CCG AGA TCT AAG AGC CAC CGT
GAG GGG GC
CcNE2 35-1 GCC CCC TCA CGG TGG CTC TTA GAT CTC
GGA GTG TC
CcNE2 55-90 GTG CGG GAG CCT GTG GTG GGC AAC CAG
CAT GGG GG
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CcNE2 90-55 CCC CCA TGC TGG TTG CCC ACC ACA GGC
TCC CGC AC
wtE2F1s GTG AGG GGG CCC GGC GCG AAC TGG AAG
GCG TGC
wtE2F1as GCA CGC CTT CCA GTT CGC GCC GGG CCC
CCT CAC
E2F1s GTG AGG GGG CCC GGC TCG AGC TGG AAG
GCG TGC G
E2F1as CGC ACG CCT TCC AGC TCG AGC CGG GCC
CCC TCA C
wtE2F2s CTA TAT ATT GAG TTG GCG CCG GCG CCA
GCT GAG CCG
wtE2F2as CGG CTC AGC TGG CGC CGG CGC CAA CTC
AAT ATA TAG
myc s TGG CTC CGG CTC CGC ACG TGG CGG GCG
GCG CGC T
myc as AGC GCG CCG CCC GCC ACG TGC GGA GCC
GGA GCC A
myc mut s TGG CTC CGG CTC CGC TCG AGG CGG GCG
GCG CGC T
myc mut as AGC GCG CCG CCC GCC TCG AGC GGA GCC
GGA GCC A
Plasmide
Für die initiale Klonierung des Cyclin E2-Promotors sowie die Subklonierung
weiterer Promotorfragmente wurden von der Firma Invitrogen der pCR®2.1-
TOPO®-Vektor (Abb. 2) in Kombination mit einem TOPO®-TA-Cloning Kit ent-
sprechend den Herstellerangaben verwendet.
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Quelle: Invitrogen
Abb. 2: pCR®2.1-TOPO®-Vektor der Firma Invitrogen mit einer Länge von 3,9 kb. Darge-
stellt ist die Sequenz, die die TOPO® Cloning site umgibt, sowie verschiedene Schnittstellen für
Restriktionsenzyme. Der Pfeil markiert den Transkriptionsstart für die T7-Polymerase.
Zur Analyse der Promotoraktivität von DNA-Fragmenten wurden Luziferase-
Reportergenkonstrukte generiert. Hierzu wurden die zu untersuchenden Frag-
mente standardisiert über die XhoI- und KpnI-Schnittstellen in den pGL2-Basic
Vector (Promega, Abb. 3) kloniert. Dieser umfaßt 5598 bp und enthält ein Luzi-
ferase-Reportergen ( luc), vor dessen 5’-Ende mehrere Restriktionsschnittstellen
zur Einklonierung von DNA-Fragmenten inseriert wurden.
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Quelle: Promega, Technical Resources; Reporter Vectors
Abb. 3 : pGL2-Basic Vector mit einer Länge von 5598 bp und diversen Schnittstellen für
Restriktionsenzyme (Multiple cloning region: Basen 1-53)
Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde ein pCMV-ß-Gal-Plasmid einge-
setzt. Dieses exprimiert das ß-Galaktosidase-Gen unter Kontrolle eines CMV-
Promotors.
Zum Auffüllen von Transfektionsansätzen auf eine konstante Gesamt-DNA
Menge von 5 µg wurde das Plasmid pBluescript der Firma Stratagene verwen-
det.
2.1.5 Enzyme
Restriktionsenzyme
Aflll NEB
EcoRI NEB
KpnI NEB
PSTI NEB
XhoI NEB
Weitere Enzyme
T4-DNA-Ligase NEB
RNase A Sigma
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Trypsin Gibco
Red Taq DNA Polymerase Sigma
Hotstar Taq Polymerase Qiagen
Reverse Transkriptase Qiagen
T4-Kinase NEB
2.1.6 Antikörper
c-myc SantaCruz
p107 SantaCruz
c-myb SantaCruz
E2F SantaCruz
Sp1 SantaCruz
2.1.7 Kits und Molekulargewichtsmarker
Kits
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen
Qiagen Endofree Maxi Kit Qiagen
Omniscript® Reverse Transcription Kit Qiagen
TOPO®-TA-Cloning Kit Invitrogen
peqGOLD RNAPure Kit Peqlab
SYBR Green PCR Kit Invitrogen
QuickChange Site-directed Mutagenesis
Kit
Stratagene
Molekulargewichtsmarker
1 kb DNA-Leiter Invitrogen
1 kb+ DNA-Leiter Invitrogen
100 bp DNA-Leiter New England Biolabs/Invitrogen
2.1.8 Chemikalien und Radioaktivität
Chemikalien
Ampicillin AppliChem
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Aprotinin Sigma
Bacto-tryptone (Pepton 140) BD
Bacto yeast extract BD
Bes Merck
Borsäure (H3BO3) AppliChem
Deionisiertes Wasser Hausapotheke
Dithiothreitol (DTT) Sigma
DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) mit
Glutamax
Gibco
DNTPs Invitrogen
EDTA
(N,N,N’,N’-Ethylendiamintetraacetat)
Calbiochem
Essigsäure AppliChem
Ethidiumbromid Sigma
FCS (fetal calf serum) Gibco
Ficoll Amersham
Glycerol Serva
Glycylglycin Serva
HEPES Roth
IPTG (Isopropyl-D-thiogalakto-pyranosid) Promega
Isopropanol Riedel de Haën
Kaliumchlorid (KCl) Merck
Kalziumchlorid (CaCl2) Merck
Luziferin-Natriumsalz AppliChem
Magnesiumchlorid (MgCl2) Merck
Magnesiumsulfat (MgSO4) Merck
Methanol Hausapotheke
Natriumacetat (NaAc) Merck
Natriumcarbonat (Na2CO3) Merck
Natriumchlorid (NaCl) Merck
Natriumhydrogenphosphat (NaH2PO4) Merck
Natronlauge (NaOH) Merck
Natriumorthovanadat (Na3VO4) AppliChem
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ONPG
(o-Nitrophenyl--Galactopyranosid)
Sigma
PBS (Phosphate Buffered Saline) Gibco
Pefabloc Roche
Penicillin/Streptomycin PAA
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma
Phosphorsäure (H3PO4) Roth
Poly (dI-dC) Amersham
SDS Roth
SOC-Medium Invitrogen
Sucrose AppliChem
SYBR Green I Invitrogen
Szintillationsflüssigkeit
(OptiPhase HiSafe 3)
Wallac
Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan) Pharmacia Biotech
Triton X-100 Sigma
X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-
Galactosid)
Sigma
Xylencyanol Roth
Xylol Merck
Radioaktivität
32P--ATP Hartmann
2.1.9 Geräte
ABI 7300 Real Time PCR System mit
SDS Software Version 1.3.1
Applied Biosystems
Bakterieninkubator BE 600 Memmert
-Counter Radicont Herfurth
-Szintillationszähler LB124 Berthold
96-Well-Platten steril (-Gal) Greiner
Brutschrank für Zellkultur Typ B3 6220 Heraeus Instruments
Einmalpipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml
(steril)
Sarstedt
Material und Methoden 20
Einmalskalpell Feather
Eppendorfgefäße 1,5 und 0,5 ml Eppendorf
Expositionskassetten mit Verstärkerfolie
Hypercassette 18 x 24 cm
Amersham Life Science
Flachbettscanner CanoScan 9900F Canon
Feinwaage Sartorius
Gel-Dokumentation Gel Doc 100 mit Software, Bio-RAD
Molecular Analyst Version 2.1.2, Fa.
Bio-RAD
P91Thermoprinter, Fa. Mitsubishi
Geltrockner Slab Gel Dryer Modell SE
1160 mit Refrigated Vapor Trap, Fa. Sa-
vant und Vakuumpumpe Duo 5
Pfeiffer
Heizblock Thermomixer comfort Eppendorf
Kryoröhrchen, CryoTube Nunc
Kühlzentrifugen 2K15 mit Rotor Nr. 12128, Sigma
5417R mit Rotor FA45-24-11, Fa.
Eppendorf
Laborwaage Sartorius
Luminometer „Lumat“ LB 9501 Berthold
Magnetrührer MR 3001 K Omnilab
Mehrkanalpipetten Transferpette
8, 30, 300 µl
Brandt
Mikroskop für Fotos Axiovert 135M Zeiss
Petrischalen, 6 und 10 cm Durchmesser Sarstedt
Photometerplatten Costar
Pipetten Reference 0,1-10 µl, 10-100 µl,
50-200 µl, 100-1000 µl
Eppendorf
Röntgenfilme Amersham
Sarstedt Tubes, 5ml Sarstedt
Thermocycler Tpersonal und T3 Thermo-
cycler
Biometra
Tischzentrifugen 5415 D und 5415 C Eppendorf
Vortexer Reax 2000 Omnilab
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Wasserbäder GFL und Julabo
Zellkulturschalen und -flaschen Greiner
Zellschaber Sarstedt
Zellzählkammer Neubauer Brandt
Zentrifugen J2-21 mit Rotoren JA-10 und JA-20,
Fa. Beckman; GS-6R, Fa. Beckman
2.2 Methoden
Für die Darstellung der unterschiedlichen Methoden wurden diese in rekombi-
nante DNA-Techniken (Kap. 2.2.1), RNA-Arbeitstechniken (Kap. 2.2.2) und
zellbiologische Methoden (Kap. 2.2.3) unterteilt.
2.2.1 Rekombinante DNA-Techniken
Zunächst werden die verschiedenen DNA-Techniken dargestellt, die bei der
Anfertigung der Dissertation angewandt wurden.
2.2.1.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren
Um den Konzentrationsgehalt von DNA-Lösungen zu bestimmen, wurde mittels
Photometer die optische Dichte (OD) der in der Probe gelösten DNA bei 260
nm gemessen. Eine OD von 1,0 entspricht einem DNA-Gehalt von 50 µg/ml
(spezifischer Multiplikationsfaktor für doppelsträngige DNA). Die DNA-
Konzentration wurde dann nach folgender Formel errechnet:
DNA-Konzentration in µg/µl =
OD260nm x Verdünnungsfaktor x spez. DNA-Faktor (50)
1000
In der Regel wurde eine 1:50-Verdünnung gewählt. Mit Hilfe der OD-Messung
bei 280 nm konnte eine Aussage über die Reinheit der DNA getroffen werden.
So weist ein Quotient OD260 nm/OD280 nm zwischen 1,8 und 2,0 auf eine reine
DNA-Probe hin.
Zur Bestimmung der Konzentration einer RNA-Probe wurde ähnlich vorgegan-
gen. Eine OD von 1,0 entspricht hierbei jedoch einem RNA-Gehalt von 40 µg/µl
(spezifischer Multiplikationsfaktor für einzelsträngige RNA).
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2.2.1.2 Agarosegelelektrophorese
Die Auftrennung und Visualisierung von DNA-Fragmenten und genomischer
DNA erfolgte mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese. Je nach der erwarteten
Fragmentlänge wurden 0,5-1,5 % Agarosegele eingesetzt. Da Nukleinsäuren
eine negative Ladung aufweisen, bewegen sie sich im elektrischen Feld gerich-
tet und lassen sich somit ihrer Größe entsprechend auftrennen. Durch die Fär-
bung mit Ethidiumbromid wurden die Nukleinsäurefragmente unter UV-Licht
(254 nm oder 366 nm) sichtbar, da Ethidiumbromid die DNA interkaliert.
Die Agarose (0,5-1,5 %) wurde in TAE-Puffer gelöst und mit 0,0001 Vol. Ethidi-
umbromidlösung (10 mg/ml) versetzt. Vor dem Auftragen erfolgte die Mischung
der DNA-Proben mit 0,2 Vol. 5 x Ladepuffer. Zur Charakterisierung der Banden
wurde zusätzlich ein Größenstandard aufgetragen. Danach erfolgte die Auf-
trennung bei einer konstanten Spannung von 5 V/cm mit TAE als Laufpuffer.
Der 50 x TAE-Puffer add 1 Liter setzte sich aus 242 g Tris (2 mM), 57,1 ml Es-
sigsäure (5,7 % w/v) und 100 ml 0,5 M EDTA pH 8.0 (50 mM) zusammen. Aus
dieser Stammlösung wurde eine 1 x Gebrauchslösung hergestellt.
Für den 5 x DNA-Ladepuffer add 100 ml wurden 50 mg Bromphenolblau-
Natrium (0,05 % w/v), 50 mg Xylencyanol (0,06 % w/v), 34 ml 100 % Glycerol
(30 %) und 20 ml 0,5 M EDTA, pH 8.0 verwendet.
2.2.1.3 Transformation von E. coli-Bakterien
Zur Amplifikation von DNA (Plasmide oder Ligationsansätze) wurden diese zu-
nächst in E. coli transformiert. Dazu wurden kommerziell erhältliche, chemisch
kompetente One Shot® TOP10F’ E. coli-Bakterien (Invitrogen) verwendet und
entsprechend den Angaben des Herstellers behandelt. Pro Transformationsan-
satz wurde ein 50 µl Aliquot kompetenter Zellen auf Eis aufgetaut, mit 10 ng
eines zirkulären Plasmids oder 3 µl eines Ligationsansatzes versetzt und für 30
Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte ein Hitzeschock für 30 Sekun-
den bei 42°C im Wasserbad. Nach einer zweiminütigen Inkubation auf Eis wur-
de jeder Ansatz zur Regeneration mit 250 µl SOC-Medium versetzt und für eine
Stunde bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Der Transformationsansatz wurde
anschließend auf drei LB-Platten mit 100 mg/l Ampicillin ausplattiert und bei
37°C im Brutschrank über Nacht inkubiert.
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2.2.1.4 Anzucht transformierter E. coli-Bakterien
Zur Vermehrung plasmidtragender Bakterienklone wurden zunächst 2-5 ml LB-
Medium mit 100 mg/l Ampicillin versetzt, mit transformierten E. coli-Klonen an-
geimpft und über Nacht bei 37°C im Schüttelinkubator inkubiert.
Für DNA-Präparationen im Analysemaßstab (Plasmid-Minipräparation) erfolgte
die Isolation der DNA direkt aus dieser Übernachtkultur. Für DNA-Isolierungen
im präparativen Maßstab (Plasmid-Maxipräparation) wurden mit der E. coli-
Vorkultur 250 ml LB-Medium mit 100 mg/l Ampicillin angeimpft und weitere 16
Stunden bei 37°C im Schüttelinkubator inkubiert.
2.2.1.5 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli-Bakterien
Plasmid-DNA wurde als Mini-Präparation und als Maxi-Präparation aus E. coli-
Bakterien isoliert.
2.2.1.5.1 Plasmid Mini-Präparation
1,5 ml einer E. coli-Übernachtkultur wurden in ein Eppendorfgefäß überführt
und für zehn Sekunden zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Überstandes
erfolgte die Resuspension des Pellets durch Vortexen.
Als nächstes wurden 300 µl TENS-Puffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA
pH 8.0, 0,1 N NaOH und 0,5 % SDS) hinzugegeben, das Gemisch für fünf Se-
kunden gevortext und anschließend für fünf Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert. Nach Zugabe von 150 µl 3 M NaAc (pH 5.2) wurde erneut gevortext und
anschließend der Ansatz für zehn Minuten auf Eis gelagert. Durch Vortexen für
zehn Minuten bei 16000 1/min konnten Zellfragmente und chromosomale DNA
pelletiert werden.
Nach dem Überführen des Überstandes in ein neues Eppendorfgefäß erfolgte
die Mischung mit 0,9 ml eiskaltem 95 %igen Ethanol. Bei 4°C und 16000 1/min
wurde die Suspension für zehn Minuten zentrifugiert, das DNA-haltige Pellet
zwei Mal mit 500 µl 70 %igem Ethanol gewaschen und dieses anschließend bei
Raumtemperatur getrocknet.
Danach erfolgte die Suspension des Pellets in 50 µl TE (10 mM Tris-HCl pH 8.0
und 1 mM EDTA pH 8.0) mit 1 g/ml RNAse A und die Vermessung im Photo-
meter bei 260 nm und 280 nm.
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2.2.1.5.2 Plasmid Maxi-Präparation
Zur Isolierung großer Plasmidmengen (z.B. für Transfektionsversuche) wurde
das EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen) entsprechend den Vorgaben des Her-
stellers verwendet. Mit Hilfe dieses Kits konnten üblicherweise 500-1000 g
hochreine Plasmid-DNA aus einer 250 ml E. coli-Kultur in LB mit 100 mg/l Am-
picillin isoliert werden.
2.2.1.6 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen
Für analytische Zwecke oder zur Herstellung rekombinanter DNA-Konstrukte
wurden Plasmide mit verschiedenen Restriktionsenzymen (New England Bio-
labs, NEB) entsprechend den Angaben und unter Verwendung der Puffersys-
teme des Herstellers gespalten. Dabei wurden jeweils 1-2 Units Enzym/μg DNA
eingesetzt und für mindestens eine Stunde bei 37°C inkubiert. In einigen Reak-
tionen erfolgte nach Angaben des Herstellers die Zugabe von Rinderserumal-
bumin (BSA, Endkonzentration 0,1 mg/ml). Nach Ablauf der Reaktion wurde der
Ansatz gelelektrophoretisch aufgetrennt.
2.2.1.7 Ligation von DNA-Fragmenten
DNA-Fragmente wurden mit dem pCR®2.1-TOPO® Vector der Firma Invitrogen
und dem pGL2-Vektor (Luziferasevektor) der Firma Promega ligiert.
2.2.1.7.1 TOPO®-Ligation von DNA
Die mit Taq-Polymerase amplifizierten Promotorfragmente wurden zunächst mit
Hilfe des TOPO®-TA-Cloning-Kits entsprechend den Herstellerangaben in den
pCR®2.1-TOPO® Vector (Invitrogen) kloniert. Das Plasmid pCR®2.1-TOPO®
wird linearisiert geliefert und besitzt an seinem 3’-Ende einen phosphorylierten
Thymidin-Rest. An diesen ist kovalent eine Topoisomerase mit Ligaseaktivität
gebunden.
Da Taq-Polymerase PCR-Produkte mit Adenosin-Resten am 5’-Ende generiert,
sind diese Amplifikate zum pCR®2.1-TOPO® kompatibel und können von der
Topoisomerase effizient mit dem Vektor ligiert werden.
Die TOPO®-TA Ligationsansätze wurden in One Shot® TOP10F’ E. coli-
Bakterien transformiert.
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2.2.1.7.2 Ligation von DNA mit dem Luziferasevektor
Zur Herstellung von Luziferase-Reporterkonstrukten wurden verschiedene
Promotorfragmente des Cyclin E2-Promotors in den Luziferasevektor pGL2
(Promega) unter Verwendung von T4-DNA Ligase (NEB) einkloniert. Dazu
mussten zunächst der Vektor und die Promotorfragmente mit den Restriktions-
enzymen KpnI und XhoI linearisiert werden. Für Ligationsreaktionen wurde das
Promotorfragment in drei- bis fünffachem molaren Überschuss in einem Ligati-
onsvolumen von 10-20 µl eingesetzt, mit 10 Units T4-Ligase in 1 x Ligationspuf-
fer (50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1 mM ATP, 10 mM Dithiothreitol, pH 7.5) bei
14°C im Thermocycler über Nacht inkubiert und anschließend in kompetente E.
coli-Zellen transformiert.
2.2.1.8 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Zur Isolierung von DNA aus Agarosegelen fand das QIAquick Gel Extraction Kit
der Firma Qiagen Anwendung. Dabei wurde ohne Abweichung das Protokoll
des Herstellers befolgt. Die so aufgereinigte DNA wurde in 30 ml 10 mM Tris-Cl
(pH 8.5) aufgenommen und für Ligationsreaktionen eingesetzt.
2.2.1.9 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Die Polymerasekettenreaktion dient zur Amplifizierung von spezifischen DNA-
Fragmenten anhand einer Matrizen-DNA (Template) unter Verwendung zweier
Template-spezifischer, kurzer Oligonukleotide (Primer). Im Rahmen dieser Ar-
beit erfolgte die Anwendung von PCR-Reaktionen, um aus muriner genomi-
scher DNA Fragmente zu amplifizieren, die den mutmaßlichen Cyclin E2-
Promotor enthalten. Zur einfacheren Klonierung dieser Fragmente wurden alle
verwendeten Primer in sense-Orientierung mit einer KpnI-Erkennungssequenz
und alle Primer in antisense-Orientierung mit einer XhoI-Erkennungssequenz
flankiert.
Für die in dieser Arbeit durchgeführten PCR-Reaktionen wurden der Red-Taq-
Polymerase Mix (Sigma) sowie für einige Amplifikationen der HotSTAR Taq
MasterMix (Qiagen) gemäß den Herstellerangaben verwendet. Die PCR erfolg-
te jeweils über 35 Zyklen mit einer Denaturierungstemperatur von 95°C (20 Se-
kunden) und einer Elongationszeit von 30 Sekunden/500 bp bei 72°C. Alle Pri-
mer wurden in einer Endkonzentration von 1 M eingesetzt.
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2.2.1.10 Quantitative Real-Time-PCR
Die Bestimmung der Genexpression von Cyclin E1 und Cyclin E2 in Hepatom-
zelllinien erfolgte quantitativ durch real-time PCR in einem ABI 7300 Real Time
PCR System mit SDS Software Version 1.3.1 (Applied Biosystems). Die PCR-
Reaktionen wurden in einem Endvolumen von 25 l mit Hilfe eines SYBR
Green PCR Kit (Invitrogen) durchgeführt und durch gleichzeitige Messung der
GAPDH-Expression als internem Standard normalisiert. Für die PCR über 40
Zyklen betrug die Annealingtemperatur 58°C (30 Sekunden) und die Elongati-
onstemperatur 60°C (30 Sekunden).
Die relative Quantifizierung der Genexpression erfolgte mit Hilfe der ΔΔCT-
Methode 58 .
2.2.1.11 Gerichtete in vitro-Mutagenese
Die Mutagenese der potentiellen E2F-Bindungsstelle im Cyclin E2-Promotor
wurde mit einem QuikChange Site-Directed Mutagenesis (Stratagene) gemäß
den Arbeitsanweisungen des Herstellers durchgeführt. Zum besseren Nachweis
der erfolgreichen Mutagenese wurde bei der Mutation eine zusätzliche XhoI-
Schnittstelle generiert.
Die PCR-Reaktion erfolgte in einem Endvolumen von 50 µl mit 20 bzw. 50 ng
DNA mit den unter 2.1.4 aufgeführten Primern und einer Annealingtemperatur
von 55°C für 18 Zyklen.
Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurde der komplette Ansatz in kompeten-
te E. coli-Bakterien transformiert. Aus Einzelklonen erfolgte die Isolation von
Plasmid-DNA und mittels Restriktionsverdau die Testung auf erfolgreiche Muta-
genese.
2.2.2 RNA-Arbeitstechniken
In diesem Kapitel werden die verschiedenen RNA-Arbeitstechniken, die zur An-
fertigung der Dissertation verwendet wurden, beschrieben.
2.2.2.1 RNA-Isolierung aus Hepatomzellen
Gesamt-RNA aus Hepatomzellen wurde mit Hilfe eines peqGOLD RNAPure
Kits (Peqlab) entsprechend den Herstellerangaben aus 1-5 x 106 HuH7- bzw.
Hepa1-6-Zellen pro Ansatz isoliert. Das getrocknete RNA-Pellet wurde am En-
de in 30 µl RNase-freiem H2O aufgenommen, bei 260 nm und 280 nm optisch
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vermessen und auf eine Konzentration von 1 mg/ml eingestellt. Diese RNA-
Lösung wurde in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C bis zur wei-
teren Verwendung gelagert.
2.2.2.2 Reverse Transkription
Die reverse Transkription von mRNA in cDNA erfolgte mit Hilfe des Omniscript®
RT Kits (Qiagen) und Oligo-dT-Primern (Promega) entsprechend den Herstel-
lerangaben. Pro Reaktion wurden 2g Gesamt-RNA in einem Endvolumen von
20 l eingesetzt.
2.2.3 Zellbiologische Methoden
In diesem Kapitel werden die zwei zellbiologischen Methoden (Kultiverung und
Transfektion der Hepatomzellen) dargestellt, die in dieser Dissertation genutzt
wurden.
2.2.3.1 Kultivierung und Passagierung von Hepa1-6- und HuH7-
Hepatomzellen
Hepa1-6- und HuH7-Zellen wurden in Dulbeccos Modified Eagle Medium
(DMEM, Gibco) mit 10 % fötalem Kälberserum (Gibco) und 0,1 mg/ml Penicil-
lin/Streptomycin bei 37°C und 5 % CO2 unter Verwendung von 175 ml Zellkul-
turflaschen im Brutschrank kultiviert.
Bei einer Konfluenz von 70-80 % erfolgte die Passage der Zellen. Dazu wurde
das Medium abgesaugt und die adhärenten Zellen zwei Mal mit 10 ml phos-
phat-gepufferter Saline (PBS, Gibco) gewaschen. Anschließend wurden 2 ml
Trypsin (Gibco) in die Kulturflaschen gegeben, um die Zellen vom Flaschenbo-
den abzulösen. Die Trypsinierung erfolgte für 1-5 Minuten und wurde durch Zu-
gabe von 8 ml frischem DMEM abgestoppt. Die Hepa1-6-Zellen wurden danach
im Verhältnis 1:5 und die HuH7-Zellen im Verhältnis 1:10 bzw. 1:20 passagiert
und in neue Zellkulturflaschen umgesetzt.
2.2.3.2 Transfektion von Hepatomzellen mit Plasmid-DNA
Die Luziferase-Reporterkonstrukte wurden nach der Methode von Cheng und
Okayama 59 transient in Hepatomzellen transfiziert. Diese Methode basiert dar-
auf, dass DNA-Kalziumphosphat-Copräzipitate unter Schockbedingungen von
den Zellen durch Endozytose aufgenommen werden.
Material und Methoden 28
Die Zellen wurden am Tag vor der Transfektion in einer Dichte von 2 x 105 Zel-
len/ml in 6 cm Zellkulturschalen ausgesät. Zur Transfektion wurden jeweils kon-
stant 5 µg DNA eingesetzt. Zunächst erfolgte die Mischung der DNA mit 150 µl
0,25 M CaCl2 und anschließend die Zugabe von 150 µl 2 x BBS-Puffer (280 mM
NaCl; 50 mM Bes; 1,5 mM Na2HPO4 x 2H2O; pH 6.87). Der Ansatz wurde vor-
sichtig mit der Pipette durchmischt und für zehn Minuten bei Raumtemperatur
zur Ausbildung der DNA-Kalziumphosphat-Präzipitate inkubiert. Der gesamte
Ansatz wurde unter leichtem Schwenken der Kulturschale auf die Zellen ge-
tropft. Anschließend fand über einen Zeitraum von 16 Stunden unter Schockbe-
dingungen (35 °C und 3 % CO2) die Inkubation der Zellen statt. Nach zweimali-
gem Waschen mit PBS und der Zugabe von frischem DMEM-Medium wurden
die Zellen zur Aufbereitung weitere 24 Stunden unter normalen Zellkulturbedin-
gungen gehalten.
2.2.3.3 Luziferase-Assay
In diesem Kapitel erfolgt die Darstellung der Methoden, die zur Durchführung
des Luziferase-Assays angewandt wurden.
2.2.3.3.1 Isolierung von Proteinextrakten für Luziferase-Assays
Zur Isolierung der Proteinextrakte für Luziferaseassays wurden die transfizier-
ten Hepatomzellen zunächst zwei Mal mit 1 x PBS gewaschen und anschlie-
ßend in 350 µl Extraktionspuffer (25 mM Tris; 20 mM H3PO4; 10 % Glycerol;
1 % Triton-X 100; 2 mM EDTA; 2 mM DTT pH 7.8) für zehn Minuten inkubiert.
Nach Gewinnung der lysierten Zellen mit Hilfe eines Cellscrapers, der Überfüh-
rung in ein Eppendorfgefäß und Zentrifugation bei 4°C und 16000 1/min für
zehn Minuten, wurde der Überstand abgenommen und für Luziferase- und ß-
Galaktosidase-Messungen verwendet.
2.2.3.3.2 ß-Gal-Assay
Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurden in jedem Transfektionsansatz
0,5 g eines ß-Galaktosidase-Expressionsvektors ko-transfiziert. Die Aktivität
der ß-Galaktosidase kann in Zellextrakten in einer Farbreaktion spektrophoto-
metrisch schnell und einfach nachgewiesen werden und dient als interner Stan-
dard zum Vergleich mehrerer unabhängiger Transfektionsexperimente. Dazu
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wurden 50 µl der für die Luziferase-Messung gewonnenen Zellextrakte mit 500
µl Reaktionslösung (60 mM Na2HPO4; 10 mM KCl; 1 mM MgSO4; 2 mM DTT;
1 mg/ml o-Nitophenyl-ß-D-Galactopyranosid, ONPG) 30 Minuten bei 37°C im
Dunkeln inkubiert. Nach dem Stoppen der Reaktion mit 250 µl 1 M Natriumcar-
bonat erfolgte bei 405 nm im Photometer die Messung gegen einen Leerwert.
2.2.3.3.3 Durchführung des Luziferase-Assays
Bei dieser Messmethode wird das verwendete Luziferin durch die Luziferase
oxydiert, wodurch Photonen freigesetzt und diese mit Hilfe des Luminometers
gemessen werden (Abb. 4).
20 µl einer Probe wurden in je ein Well einer Luminometer-Messplatte vorgelegt
und mit 180 µl Messpuffer (25 mM Glycylglycin; 15 mM MgSO4; 5 mM ATP)
versetzt. Nach einer kurzen Durchmischung erfolgte die Zugabe von 60 µl einer
Luziferinlösung (0,25 mM) und die Messung der Lumineszenz für zehn Sekun-
den.
Aus den Messergebnissen wurde der Quotient aus Luziferaseaktivität und ß-
Galaktosidaseaktivität berechnet und als relative korrigierte Luziferaseaktivität
dargestellt.
pGL2-Vektor mit luc-Gen
Luziferase
Luziferin + ATP + O2 + Mg2+ Oxyluziferin + AMP + CO2 + PPi
Lumineszenz
kodiert für
Promotorkonstrukt
Abb. 4: Darstellung des Luziferase-Assay-Prinzips. Das jeweilige Promotorkonstrukt wurde
in den pGL2-Vektor ligiert, der das luc-Gen enthält. Dieses kodiert für die Luziferase und steht
unter der regulatorischen Kontrolle des Promotorkonstrukts. Die Luziferase katalysiert die Oxy-
dation von Luziferin mit Hilfe der Kosubstrate ATP und Mg2+. Bei dieser Reaktion kommt es zur
Emission von Photonen (Lumineszenz), die mit einem Luminometer gemessen werden kann.
Ihre Stärke ist proportional zur entstandenen Menge an Luziferase.
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2.2.4 Proteinbiochemische Methoden
Im Folgenden werden die unterschiedlichen proteinbiochemischen Methoden
beschrieben.
2.2.4.1 Präparation nukleärer Extrakte aus Zellkultur
Hepa1-6- und HuH7-Zellen wurden mit ca. 50 %iger Konfluenz (Hepa1-6: 2 x
105 Zellen/Schale, HuH7: 1 x 105 Zellen/Schale) auf Zellkulturschalen ausgesät.
Am nächsten Tag erfolgte nach zweimaligem Waschen mit 1 x PBS die Zugabe
von frischem DMEM. Zur Arretierung der Zellen wurde dem Medium zwar Peni-
cillin/Streptomycin, jedoch kein FCS zugesetzt. Proliferierende Zellen wurden in
normalem Kulturmedium mit Penicillin/Streptomycin und 10 % FCS kultiviert.
Am folgenden Tag wurden die Zellen zunächst zwei Mal mit 1 x PBS gewa-
schen und mit Hilfe eines Cellscrapers gewonnen. Anschließend erfolgte die
Überführung in ein Eppendorfgefäß mit 500 µl PBS und die Lagerung auf Eis.
Danach wurde die Zellsuspension zehn Minuten bei 4 °C und 1000 1/min zentri-
fugiert und zum Schluss der Überstand abgetrennt und verworfen. Das Pellet
wurde in 200 µl NPBT-Puffer (10 mM Tris-HCl, pH 7.4, 2 mM MgCl2, 140 mM
NaCl, 0,5 % Triton X-100) aufgenommen, der Ansatz vorsichtig gemischt und
für zehn Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend wurde die Probe auf 200 µl
eines 50 % Sucrose-Kissens (10 mM Tris-HCl, pH 7.4, 2 mM MgCl2, 140 mM
NaCl, 50 % Sucrose) aufgeladen und bei 4°C und 14000 1/min für zehn Minu-
ten zentrifugiert. Das Kernpellet wurde vorsichtig in 100 µl Lösung C (20 mM
HEPES, pH 7.9, 25 % Glycerol, 0,42 M NaCl, 0,2 mM EDTA) suspendiert und
daraufhin für 30 Minuten in einem Überkopfschüttler bei 4°C und leichter Rota-
tion inkubiert. Nach erneutem Zentrifugieren bei 4°C und 14000 1/min für zehn
Minuten wurde der Überstand mit dem aufgereinigten Kernextrakt bei 230 nm
und 260 nm vermessen. Die Lagerung erfolgte nach kurzem Stickstoffschock
bei -80°C. Allen oben genannten Lösungen und Puffern wurden Proteinaseinhi-
bitoren zugesetzt (1 mM Na3VO4, 2 mg/ml Aprotinin und 0,5 mM PMSF/0,5 mM
DTT).
2.2.4.2 Gelshift/Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)
Mit Hilfe von EMSA-Analysen können Interaktionen von DNA-Fragmenten mit
Proteinen dargestellt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden so potentielle
Interaktionen von Transkriptionsfaktoren mit möglichen Zielsequenzen im Cyclin
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E2-Promotor untersucht. Dazu wurde zunächst ein Oligonukleotid, das eine
mögliche DNA-Bindungsstelle für Transkriptionsfaktoren enthielt, radioaktiv
markiert und anschließend mit nukleären Proteinextrakten inkubiert. Das Reak-
tionsgemisch wurde dann in einem nativen Polyacrylamidgel aufgetrennt und
dieses auf einem Röntgenfilm exponiert. DNA-Proteinkomplexe konnten so auf
Grund ihres veränderten Laufverhaltens gegenüber freien, ungebundenen Oli-
gonukleotiden nachgewiesen werden. Die Identifizierung von DNA-
Proteinkomplexen erfolgte durch Supershift-Assays unter Verwendung spezifi-
scher Antikörper für zu untersuchende Transkriptionsfaktoren. Bei Vorhanden-
sein eines spezifischen Protein-DNA Komplexes bindet der Antikörper das be-
teiligte Protein und verändert somit die Mobilität des Komplexes im Polyacryla-
midgel. Alternativ kann in einigen Fällen der Antikörper gegen die DNA-
bindende Domäne des Proteins gerichtet sein, so dass seine Zugabe die spezi-
fische Protein-DNA Komplexbildung vollständig verhindert.
2.2.4.2.1 Herstellung der doppelsträngigen DNA-Sonde
Zur Herstellung der doppelsträngigen DNA-Oligonukleotide wurden jeweils 50
µg komplementärer DNA-Einzelstränge eingesetzt und mit 26 µl 10 x Annea-
lingpuffer (200 mM Tris-HCl, pH 7.6, 100 mM MgCl2, 500 mM NaCl) versetzt,
mit H2O auf ein Gesamtvolumen von 260 µl aufgefüllt und für fünf Minuten auf
95°C erhitzt. Die Bildung der doppelsträngigen DNA erfolgte über Nacht durch
langsames Abkühlen der Reaktion. Die DNA-Oligonukleotide wurden anschlie-
ßend bei 4°C gelagert.
2.2.4.2.2 Radioaktive Endmarkierung von doppelsträngigen DNA-
Oligonukleotiden
Zur radioaktiven Endmarkierung doppelsträngiger DNA-Sonden wurde die T4-
Polynukleotidkinase (NEB) und radioaktives 32P--ATP verwendet. Die Reaktion
erfolgte in einem Volumen von 20 µl unter Verwendung von 125 ng dop-
pelsträngigem Oligonukleotid, 2 µl 10 x T4-Kinase-Puffer, 1 µl T4-Kinase und
0,4 mCi 32P--ATP (0.1 mCi/µl).
Nach einer einstündigen Inkubation des Reaktionsansatzes bei 37°C wurden
die markierten Oligonukleotide über eine Resin-Säule (Microspin S-200 HR Co-
lums, Fa. Amersham Bioscience) von nicht gebundenem 32P--ATP gereinigt.
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Am Szintillationszähler wurde die Effizienz der Markierung bzw. die Radioaktivi-
tät der Probe ermittelt.
2.2.4.2.3 Durchführung des Gel- und Supershifts
Alle EMSA-Reaktionen wurden in einem Gesamtvolumen von 20 µl durchge-
führt. Dazu wurden 5 µg Kernextrakt in 4 µl 5 x Bindungspuffer (1 M HEPES,
0,5 M MgCl2, 1 M KCl), 2 µl 10 x Proteinase-Inhibitorcocktail (1 M DTT, 0,1 M
Pefabloc, 200l Aprotinin), 1 µl Poly dI:dC (1 µg/µl), 1 µl BSA (10 µg/µl in H2O)
und 32P-markiertes Oligonukleotid (30000 cpm/Reaktionsansatz) aufgenom-
men. Als Kontrolle diente der gleiche Reaktionsansatz ohne Zugabe von Kern-
protein. Die Reaktionsansätze wurden 30 Minuten auf Eis inkubiert, anschlie-
ßend erfolgte die Zugabe von 2 µl Auftragspuffer (20 %ige Ficollsuspension).
Die Proben wurden auf ein nicht denaturierendes 5 %iges Acrylamidgel aufge-
tragen und über einen Zeitraum von zwei Stunden bei konstant 300 Volt in 0,25
x TBE-Laufpuffer (22,5 mM Tris, 22,25 mM H3BO3, 0,5 mM EDTA) aufgetrennt.
Das Gel wurde nach 15-minütiger Fixierung (10 % Essigsäure; 20 % Methanol)
unter Vakuum getrocknet und bei -80°C auf einem Röntgenfilm exponiert.
Supershift-Experimente wurden nach dem gleichen Protokoll durchgeführt, je-
doch erfolgte nach der Inkubation des Reaktionsansatzes die Zugabe des spe-
zifischen Antikörpers (0,5-2 µg/Probe) und eine zusätzliche, 30-minütige Inku-
bation auf Eis.
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3 ERGEBNISSE
Die E-Cycline haben eine wichtige Funktion bei der Transition von ruhenden
Zellen in die Zellzyklusprogression. In höheren Säugetieren wie der Maus und
auch im Menschen wurden bislang zwei E-Cycline identifiziert, die mit Cyclin E1
und Cyclin E2 bezeichnet werden. Während die Funktion und insbesondere
auch die transkriptionelle Regulation von Cyclin E1 mittlerweile gut untersucht
ist, wurde Cyclin E2 erst 1998 entdeckt. Aktuell wird angenommen, dass Cyclin
E1 und E2 überlappende Aufgaben wahrnehmen. In einer Reihe von Tumoren
wurden sowohl hohe Cyclin E1- als auch E2-Expressionslevel nachgewiesen 50,
was andeutet, dass beide E-Cycline für die Zellzyklusprogression und Tumor-
genese von Bedeutung sind.
Allerdings zeigt eine ganz aktuelle Studie 37, dass Cyclin E1 und E2 in der Le-
ber unterschiedliche und zum Teil entgegengesetzte Funktionen wahrnehmen:
Cyclin E2 wird auf transkriptioneller Ebene bis zu zehnfach stärker exprimiert
als Cyclin E1 und inhibiert dadurch die Zellzyklusprogression. Da die Genregu-
lation von Cyclin E2 bislang noch nicht untersucht worden ist, wurde im Rah-
men der hier vorliegenden Arbeit der potentielle murine Cyclin E2-Promotor iso-
liert und seine Regulation analysiert.
3.1 Klonierung und Charakterisierung des potentiellen murinen Cyclin
E2-Promotors
Zunächst wird dargestellt, wie die initialen Promotorkonstrukte kloniert und ana-
lysiert wurden und ein Bereich für die essentielle Cyclin E2-Promotoraktivität
identifiziert werden konnte.
3.1.1 Klonierung und Analyse der initialen Promotorkonstrukte
Das murine Cyclin E2-Gen ist auf Chromosom 4 lokalisiert und umfasst einen
offenen Leseraster von 1214 bp, der für ein 404 Aminosäuren großes Protein
kodiert. Ausgangspunkt für die hier dargestellte Arbeit war ein Teilbereich der
genomischen Sequenz des murinen Chromosoms 4 mit der Accession-Nr.
NT_039258.7. Diese Sequenz enthält das murine Cyclin E2-Gen sowie weitere,
5´- und 3´-untranslatierte Bereiche. Zur Klonierung des vermuteten Cyclin E2-
Promotors wurde zunächst in einem PCR-Ansatz unter Verwendung von geno-
mischer Maus-DNA ein 1981 bp umfassendes Fragment amplifiziert und klo-
niert, welches ausgehend vom Transkriptionsstart (ATG) die ersten 60 kodie-
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renden Basenpaare sowie 1921 Basenpaare des 5´-untranslatierten Bereiches
(UTR) enthält (siehe Abb. 6A).
1981 bp
AvaI (51)
AvaI (985)
HindIII (1072)
HindIII (1841)
EcoRI (972)
Luziferase in pGL2-Vektor
B
1981
-1708
5‘ UTR
Cyclin E2 mm
Prom2
Prom2 Prom2Prom2
Prom2
Prom2
Ava I (985)
+91
A
Chromosom 4
1
kodierende Region
nicht-kodierende Region
3‘
Isoform 1
Isoform 2
Promotor
Promotor mit Schnittstellen Luziferasegen
KpnI (182)
XhoI (1920)
Abb. 6: Isolierung und Klonierung des potentiellen murinen Cyclin E2-Promotors (mus
musculus, mm). A: Das Cyclin-E2 Gen ist auf Chromosom 4 lokalisiert und kodiert für ein 404
Aminosäuren umfassendes Protein. Die zehn kodierenden Exons von Cyclin E2 sind durch rote
Rechtecke symbolisiert; blaue Bereiche zeigen 5´- und 3 -´untranslatierte Regionen an. In der
Abbildung ist die relative Lage der Primer -1708 und +91 für die Amplifikation des längsten Cyc-
lin E2-Promotorkonstrukts eingezeichnet. Quelle: National Center for Biotechnology Information
(NCBI) B: Darstellung der Klonierungsstrategie zur Insertion des putativen Cyclin E2-Promotors
in das pGL2-Reportersystem, welches ein Luziferasegen enthält. Die Primer für die Klonierung
des initialen Promotorkonstrukts -1708/+91 enthielten Schnittstellen für die Restriktionsenzyme
KpnI und XhoI. Die verschiedenen Cyclin E2-Promotorkonstrukte (siehe Abb. 7) wurden zu-
nächst in den pCR®2.1-TOPO®-Vektor kloniert. Anschließend erfolgte die Amplifikation in E.
coli-Bakterien und die Ligation mit dem pGL2-Vektor zur Messung der Luziferaseaktivität.
Schnittstellen für ausgewählte Restriktionsenzyme (KpnI, XhoI, AvaI, EcoRI und HindIII) im
Cyclin E2-Promotor sind dargestellt. Quelle: Vector NTI (Invitrogen).
Für die Klonierung des initialen Promotorkonstruktes -1708/+91 wurden Primer
verwendet, die mit Restriktionsschnittstellen für KpnI (Primer -1708) bzw. XhoI
(Primer +91) flankiert waren. Für die Bezeichnung der Primer wurde das Start-
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codon des Cyclin E2-Gens (ATG) als Bezugspunkt verwendet. Das Adenosin
an Position 1889 in der Sequenz wurde dabei mit +1 bezeichnet. Hiervon aus-
gehend wurden Beginn und Ende der verschiedenen Cyclin E2-
Promotorkonstrukte nach dem Abstand vom ATG bezeichnet. Die zweite Zahl
(+91) bei der Beschriftung der Konstrukte steht für die Anzahl der Basen, die
sich „rechts“ vom ATG im kodierenden Bereich befinden.
Die mittels PCR amplifizierten Promotorfragmente wurden zunächst in den Vek-
tor pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen) einkloniert, nach Sequenzüberprüfung amplifi-
ziert und nach Verdau mit KpnI und XhoI in das Reporterplasmid pGL2 umklo-
niert (Abb. 6B).
Um zu prüfen, ob das initiale Promotorkonstrukt -1708/+91 tatsächlich den Cyc-
lin E2-Promotor enthält, wurde das entsprechende pGL2-Luziferasederivat in
HuH7-Hepatomzellen transient transfiziert und nach 24 Stunden die Luzifera-
seaktivität in diesen Zellen gemessen. Abb. 8 zeigt, dass das Promotorkon-
strukt -1708/+91 eine 70fach erhöhte Luziferaseaktivität im Vergleich zur Nega-
tivkontrolle (pGL2-transfizierte Zellen) vermittelt (-1708/+91: 280929,71, pGL2:
4002,71). Daraus ist zu schließen, dass das Konstrukt -1708/+91 tatsächlich
Promotoraktivität besitzt und somit vermutlich den Cyclin E2-Promotor enthält.
Eine wesentliche Aufgabenstellung der hier vorliegenden Arbeit war die Ein-
grenzung des essentiellen Cyclin E2-Promotors sowie die Identifizierung der
regulatorischen Elemente für die basale und induzierbare Promotoraktivität von
Cyclin E2. Zu diesem Zweck wurden ausgehend von Konstrukt -1708/+91 se-
rielle Promotordeletionen in 5´-3 -`Richtung von jeweils wenigen hundert bp ge-
neriert. Dazu diente wiederum ein PCR-basierter Ansatz, wobei ausgehend von
der Position -1708 im Cyclin E2-Promotor ca. alle 100 bp ein KpnI-flankierter
Primer generiert und zusammen mit dem Primer +91 für die Amplifikation eines
entsprechend verkürzten Promotorfragments eingesetzt wurde. Nach Zwi-
schenklonierung dieser Fragmente in den pCR®2.1-TOPO®-Vektor wurden die-
se in die KpnI- bzw. XhoI-Schnittstelle des pGL2-Luziferasevektors inseriert und
mittels Restriktionsverdau überprüft (siehe Abb. 7). Insgesamt wurden so sechs
verschiedene Cyclin E2-Promotorfragmente in der Größe zwischen 1,8 kb und
0,9 kb mit dem Luziferase-Reportergen fusioniert.
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Abb. 7: Charakterisierung der generierten Cyclin E2-Promotorkonstrukte nach Insertion
in das pGL2 Luziferase-Reporterplasmid. Cyclin E2-Promotorfragmente wurden mittels PCR
amplifiziert und nach Zwischenklonierung in den pCR®2.1-TOPO® Vektor über die Restriktions-
schnittstellen KpnI und XhoI in den Polylinker von pGL2 inseriert. Die Abbildung zeigt das Er-
gebnis der Gelelektrophorese dieser Cyclin E2-Promotorkonstrukte nach Verdau mit XhoI und
KpnI. Die pGL2-Vektor Bande läuft bei etwa 5 kb, während die verschiedenen Promotorfrag-
mente eine Größe im Bereich von 1,8 kb bis ca. 0,9 kb aufweisen.
Spur 1: -1708/+91 Spur 2: -1502/+91 Spur 3:-1444/+91 Spur 4: -1418/+91 Spur 5: -1090/+91
Spur 6: -821/+91
Zur Identifizierung des Cyclin E2-Minimalpromotors und der essentiellen regula-
torischen Elemente wurden die neu generierten Reporterkonstrukte transient in
HuH7-Hepatomzellen transfiziert. Als Negativkontrolle wurde das pGL2-
Plasmid, welches das Luziferasegen enthält, aber keine Promotoraktivität be-
sitzt, ebenfalls in HuH7-Zellen transfiziert. 24 Stunden nach Transfektion wur-
den die Zellen geerntet und die Zellextrakte im Luminometer auf Luziferaseakti-
vität untersucht. Zur Quantifizierung der Transfektionseffizienz wurde ein ß-
Galaktosidase-exprimierendes Plasmid ko-transfiziert, wobei die in den Zellex-
trakten gemessene ß-Galaktosidaseaktivität zur Normalisierung der Luzifera-
seaktivität diente.
Abb. 8 zeigt, dass die stärkste Promotoraktivität im Bereich zwischen -1418 und
+91 vermittelt wird, so dass in dieser Region die essentiellen und relevanten
regulatorischen Elemente des Cyclin E2-Promotors lokalisiert sind. Interessan-
terweise wird durch das benachbarte Fragment -1090/+91 keine nennenswerte
Promotoraktivität induziert, so dass durch dieses Experiment der Cyclin E2-
Kernpromotor auf den Bereich zwischen den Positionen -1418 und -1090 ein-
gegrenzt werden konnte. Dieser Sequenzbereich wird im Folgenden als „Se-
quence of Interest“ (SOI) bezeichnet und wurde im weiteren Verlauf dieser Ar-
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beit eingehend analysiert. Zur ausführlicheren Charakterisierung dieser Se-
quenz wurde zusätzlich eine Datenbankanalyse der Cyclin E2-
Promotorsequenz mit Hilfe des Transcription Element Search Systems (TESS,
http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess) auf potentielle Transkriptionsfaktor-
Bindungsstellen durchgeführt. Diese Datenbankanalyse ergab putative Bin-
dungsstellen für die Transkriptionsfaktoren c-myc an Position -1633 und E2F an
Position -1393 (vergleiche Abb. 8), wobei letztere in der SOI lokalisiert ist und
daher besonders intensiv untersucht wurde.
-1890
c-myc E2F
Luziferase
+1-1633 -1393
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Rel. LuziferaseaktivitätBindungsstelle für Transkriptionsfaktor
Promotorkonstrukt
Abb. 8: Der essentielle Cyclin E2-Kernpromotor ist zwischen den Positionen -1418 und
-1090 lokalisiert. Cyclin E2-Promotorkonstrukte verschiedener Größe wurden transient in
HuH7-Hepatomzellen transfiziert. Zur Bestimmung der Transfektionseffizienz wurden die Zellen
mit einem ß-Galaktosidase-exprimierenden Plasmid ko-transfiziert. 24 Stunden nach Transfek-
tion wurden aus den Zellen Proteinextrakte isoliert und ihre Luziferase- bzw. ß-
Galaktosidaseaktivität gemessen. Als Negativkontrolle dienten pGL2-transfizierte Zellen ohne
Luziferaseaktivität. Der linke Teil der Abbildung zeigt maßstabsgetreu die relative Größe der
Promotorkonstrukte und Lage der eingefügten Promotordeletionen. Weiterhin ist die Position
der durch Datenbankanalyse vorhergesagten Bindungsstellen für c-myc und E2F dargestellt.
Der rechte Teil der Abbildung zeigt die durch die ß-Galaktosidaseaktivität normierte relative
Luziferaseaktivität in Fluoreszenzeinheiten an. Bei allen Messwerten handelt es sich um Mittel-
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werte aus mindestens vier unabhängigen Transfektionsversuchen. Die Fehlerbalken zeigen die
mittlere Standardabweichung an.
3.1.2 Funktionelle Analyse und Feincharakterisierung der SOI
Die oben beschriebenen Experimente zeigten, dass die essentielle Cyclin E2-
Promotoraktivität im Bereich zwischen den Positionen -1418 und -1090 lokali-
siert ist. Um die regulatorischen Elemente in diesem Bereich weiter einzugren-
zen, wurden beginnend mit der Position -1418 weitere sequentielle 5’-
Deletionen im Abstand von ca. 50 bp mit der bereits beschriebenen Methode
hergestellt. Die relative Lage im Cyclin E2-Promotor und die Sequenz der hier-
zu verwendeten Primer ist in Abb. 9 dargestellt. Durch diese neu generierten
Reporterkonstrukte wurde der Cyclin E2-Promotorbereich von Position -1418
bis -1144 abgedeckt.
1 CAGAGCCTCG GCGCTCGTGC GTGCGGACGG GGAGGGCGCC CGCTGGAGTC CCGAGAGGT G GTCAGCGCCC GGAACAGGCG TCTGAGGAGA AAGGCAGCGC
101 GCGGCGCCAA TATTTCCCGC GCGGGCTCTG GGAGGGAGCC GTAGGCAAGA GCGGAGTGG C CGCTCGGCGG CGCGCGGGGA CAAGGCTCCC ACGTACCTCG
201 TCCGGCCGCG CTGAGGCACC TTCCTGTGCG CCGCCGCCCG CTCGTCGCCC GGCGGATGG C TCCGGCTCCG CACGTGGCGG GCGGCGCGCT CCGGCGTGTT
301 TACATTCTGC GGCCGCTCCA CGTTGTGCTG CCGTCCTCTC CTGCCATTGG CCGGCTCCT C CCGGAGGGGT GGGCCCTAGG CTCCCGCTCC CCGTGCCTCT
401 GAGGAGACTT GGGGTTCCCC ACCCCAGCCC TCCCAAGGCC TCTGCCAAAA CGCGGAGCC G AACCGTAGCC TGACACTCCG AGATCTAAGA GCCACCGTGA
501 GGGGGCCCGG CGCGAACTGG AAGGCGTGCG GGAGCCTGTG GTGGGCAACC AGCATGGGG G AGGAGCCTCT GAGCCGTGCA GCCGCGGCGC GCGCAGGTGA
601 AGCGCCGAGA GGGGCGGAGG AGCACGGTCC AGGAGGGCAG CCGTACGGCC ACTCGGCGC C CGCCCGCCCG CCAGCCCGTC CGCGCGCACT GAGGGCAGGG
701 CGCGGCGCGC GCGGGCGAGC TGGGCGGGCG CGGGTGGGGG AGGGGAAGGC GCCGGCCGA G GTGTCAGTCT GCGGCGCATG CGTGCGGGGC GGTCCGGGCC
801 CGGCCTATAT ATTGAGTTGG CGCCGGCGCC AGCTGAGCCG AGCTGTGGAG GGTCTGGCG G TGAGGAGGTA TTGGGGACAG GGGCATGCGG GAGCTAAGGG
901 AACCACGTCT GGCGGGAGCC ATGGGAGAGG AAAAATGGGG GGCGGGGGTG GGACAAGAA G TAGGAGACTG GAATTCAGGG GTTCCCGAGG TTGGTCCCTG
1001 TCAGGATTCT TGTCAGGAGG CCAAGCAGAG GCAGGGGATG GAGTGTGTCC CCAAATGAG A GGCCACGGCA AAGCTTCTCT GGGAGCTTCT CTGTCCATCC
1101 TCACTTGGGG AAGGTCTCCC GCGCGAGAGG ATTAAGGTGG GATCACTTCA CGGAGAGAT T CTTAAGCACG GTTTTCTCCT TTAATTCCCC CCCCCCTTTC
1201 CTTCTGCTCT TCTGGAATTG GGGTCCCGTC ACCCCTGCAA GCGACACTGC CCGCCGGGT G GGGCTGGGAA GGAGGGAAAG GAGCCTGGAG GACGTGACAC
1301 CAGAAGGTTC CCTCCACCCC CTGCTTCCCC GCCACAGCCG CTCTCCAAAT TGGCGCGGA A CCGGCTTCTC CACAGCCCGC TCTTGGAGGC TCGTCCAGGC
1401 GCCTGGCGGC CGAGGCCAGG ACGTGCCTTT CCCACCCTGG TTGTCCTGGG GAGTGCATG A ATGGCCCAGA TGATCATCTA AGGGTGCTAG GGGACTTTGC
1501 AAATTCCTGA ACGCACTCGC GTTCCCAGTG TACAGTTAAG GAAATGAAAG CATGAATGT A AAATTACTGA GATAGCGAGT GTATTTCAGA AAATAGTGCA
1601 GTGTTTTATT TTTAAAGGTT TAGGCCACCT TCTAGTAACG TTAGTTGGTA ACTTCTGAA T CAGTTTTAAT TTGGAACTTG AAGATTATGG ATGACTATGT
1701 TCTTGATTTT GTTTTTCTTC TCCCCTATTT AGAGGTTTCA TAGTCCTTGA AGAGAATGT C AAGACGCAGG TAACAGTGTT AGTCTTGGAG ACATGTTTCA
1801 AAATTAGCTG CTGCTTTTGA AATATATGAC GTACTAATTA AGCTTCCTTT CTACAATTC A TCACAGTAGC CGTTTACAAG CTAAGCAACA TGCCCAGCCC
1901 AACCAGCCAG ACTCTCCGCA AGAAACCCAG ATAATTCAGG CCAAGAAGAG AAAAACAGC A CAGGTGATTT AAGGAAAAAG A
Exon 1
-1369/+91
-1418/+91
-
-1329/+91 -1299/+91
-1259/+91 -1201/+91
-1144/+91
-1090/+91
E2F
-1708/+91
Abb. 9: Sequenz des murinen Cyclin E2-Promotors und Lage der verwendeten Primer zur
Feincharakterisierung der SOI. Eingezeichnet sind die Bindungsstellen der Primer in der SOI
ausgehend vom längsten Promotorkonstrukt (-1708/+91) sowie die postulierte Bindungsstelle
für E2F-Transkriptionsfaktoren und das erste Exon. Der Start der Transkription (ATG) befindet
sich an Position 1890.
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Nach transienter Transfektion dieser Konstrukte und nachfolgender Analyse der
Luziferaseaktivität zeigte sich, dass das Konstrukt -1418/+91 die maximal mög-
liche Promotoraktivität vermittelt. Eine weitere 5´-Deletion um nur 89 Basenpaa-
re führt bereits zu einer Reduktion der Promotoraktivität um etwa 90 % (Abb.
10). Weiterführende 5´-Deletionen (Konstrukte -1201/+91; -1144/+91) haben
dagegen nur noch geringfügige Veränderungen in der verminderten Promotor-
aktivität zur Folge (Abb. 10). Diese Daten zeigen, dass die relevanten Promo-
torelemente des Cyclin E2-Gens im Bereich zwischen Position -1418 und -1329
lokalisiert sind.
- 1890
c-myc E2F
Luziferase
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pGL2 als Kontrolle
Bindungsstelle für Transkriptionsfaktor
Promotorkonstrukt
Abb. 10: Die relevanten Promotorelemente des Cyclin E2-Gens sind im Bereich zwischen
Position -1418 und -1329 lokalisiert. Im linken Teil der Abbildung sind maßstabsgerecht die
Lage und Größe der verwendeten Promotorkonstrukte zur Charakterisierung der SOI darge-
stellt. Die relative Position der durch Datenbankanalyse vorhergesagten Bindungsstellen für c-
myc und E2F sind hervorgehoben. Die Konstrukte wurden transient in HuH7-Hepatomzellen
transfiziert. Zellextrakte wurden wie bereits beschrieben auf Luziferase- und ß-
Galaktosidaseaktivität untersucht. Als Negativkontrolle dienten pGL2-transfizierte Zellen ohne
Luziferaseaktivität. Der rechte Teil der Abbildung zeigt die durch die ß-Galaktosidaseaktivität
normierte relative Luziferaseaktivität in 104 Fluoreszenzeinheiten an. Bei allen Messwerten
handelt es sich um Mittelwerte aus mindestens vier unabhängigen Transfektionsversuchen. Die
Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung an.
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3.1.3 Charakterisierung des Cyclin E2-Minimalpromotors
Im folgenden Kapitel werden die Analyse der identifizierten Promotorsequenz
auf potentielle Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen und die dazugehörigen Er-
gebnisse dargestellt.
3.1.3.1 Analyse der relevanten Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen
Die bislang gezeigten Daten belegen, dass ein Sequenzabschnitt von nur 89
bp zwischen den Positionen -1418 und -1329 für die maximale Cyclin E2-
Promotoraktivität absolut essentiell ist. Diese Sequenz wird im Folgenden als
„Sequence of High Interest“ (SOHI) bezeichnet und enthält einen Cyclin E2-
Minimalpromotor.
Mit Hilfe einer vertiefenden TESS-Datenbankrecherche wurde zunächst gezielt
nach weiteren potentiellen Bindungsstellen für zellzyklusrelevante Transkripti-
onsfaktoren gesucht. Die Computeranalyse ergab für die SOHI potentielle Bin-
dungsstellen mit hoher Bindungswahrscheinlichkeit (Log-Likelihoodscore zwi-
schen 8.00-12.00) für die Transkriptionsfaktoren c-myc, c-myb, Sp1, E2F(1) und
p107. Die Lage dieser postulierten Bindungsstellen innerhalb der SOHI ist in
Abb. 11 dargestellt.
GACACTCCG AGATCTAAGA GCCACCGTGA GGGGGCCCGG CGCGAACTGG AAGGCGTGCG GGAGCCTGT G GTGGGCAACC AGCATGGGGG
c-myc (12.00)
Sp1 (12.00)
E2F+p107 (8.00)
Sp1 (12.00)
E2F1 (9.31)
c-myb (10.15)
Abb. 11: SOHI mit postulierten Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen aufgrund von Com-
puter-gestützten Datenbankanalysen. Dargestellt sind die postulierten Bindungsstellen für c-
myc, c-myb, Sp1, E2F(1) und p107. In Klammern ist der jeweilige Log-Likelihoodscore angege-
ben (siehe http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess), der für die Bindungswahrscheinlichkeit
steht (je größer, desto höher die Wahrscheinlichkeit). Berücksichtigt wurden in dieser Analyse
nur Scores ≥8.00 für zellzyklusrelevante Transkriptionsfaktoren.
3.1.3.1.1 Funktioneller Nachweis der Bindung von E2F, p107 und c-myb in
der SOHI
Im nächsten Schritt sollte geprüft werden, ob die durch Datenbankrecherche
extrahierten Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie sowie p107 und c-myb tat-
sächlich an Zielsequenzen in der SOHI binden und für die basale und/oder in-
duzierbare Aktivierung des Cyclin E2-Promotors verantwortlich sind. Da die ini-
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tialen Experimente hierzu mittels Elektro-Mobility-Shift Assays (EMSA, Gelshift)
und Supershift-Assays unter Verwendung spezifischer Antikörper erfolgen soll-
ten, mussten zunächst geeignete Oligonukleotide generiert werden. Dazu wur-
de die SOHI in drei überlappende Abschnitte unterteilt und ebenfalls überlap-
pende Oligonukleotide mit einer durchschnittlichen Größe von 34 bp hergestellt
(Abb.12). Zusätzlich wurde im Bereich der postulierten E2F1-Bindungsstelle ein
Oligonukleotid synthetisiert, in dem zwei Basen der E2F-Konsensussequenz
(Guanosin gegen Thymidin, Adenosin gegen Guanosin) ausgetauscht wurden,
um so die Bindungsstelle zu inaktivieren. Die Lage und Sequenz aller verwen-
deten Oligonukleotide ist in Abb. 12 dargestellt.
GACACTCCG AGATCTAAGAG CCACCGTGAG GGGGCCCGGC GCGAACTGGA AGGCGTGCGG GAGCCTGTGG TGGGCAACCA GCATGGGGG
Oligo 1 Oligo 2
Oligo 3 Oligo 4
Abb. 12: Verwendete Oligonukleotide zur Analyse der SOHI mittels EMSA. Der Sequenz-
bereich der synthetisierten Oligonukleotide (Oligo) ist jeweils mit geschwungenen Klammern
hervorgehoben. Unterstrichene Basen wurden in Oligo 3 zur Mutation der E2F1-Bindungsstelle
ausgetauscht (Guanosin gegen Thymidin und Adenosin gegen Guanosin). Die dargestellten
Oligonukleotide wurden radioaktiv endmarkiert und für EMSA-Experimente eingesetzt.
Zum Nachweis potentieller Bindung von Transkriptionsfaktoren an die SOHI
wurden zunächst nukleäre Extrakte aus proliferierenden Hepa1-6-
Hepatomzellen isoliert und für EMSA-Analysen mit den Oligonukleotiden 1-4
eingesetzt. Bei Verwendung der Oligonukleotide 1, 3 und 4 konnten im EMSA
keine Komplexe mit veränderter Mobilität nachgewiesen werden (Daten nicht
gezeigt). Dagegen zeigten sich bei Verwendung von Oligonukleotid 2, welches
die postulierten Bindungsstellen für E2F, p107 und c-myb enthält, schwache
Signale mit verringerter Mobilität, die auf eine Interaktion der oben genannten
Transkriptionsfaktoren mit der SOHI hinweisen (Abb. 13). Das Retinoblastoma-
like 1 Protein (p107) gehört zusammen mit pRB und p130 zur Famile der Reti-
noblastoma Proteine. Für p107 wurde gezeigt, dass es insbesondere mit zell-
zyklus-inhibitorischen Mitgliedern der E2F-Transkriptionsfaktoren (E2F3-8) in-
teragiert und zur Herabregulation von Zellzyklusmediatoren beitragen kann.
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Zum Nachweis der spezifischen Interaktion von inhibitorischen E2F-
Transkriptionsfaktoren (z.B. E2F3), p107 und c-myb wurden daher zusätzlich
Supershift-Experimente mit entsprechenden spezifischen Antikörpern durchge-
führt. Abb. 12 (rechter Teil, Spur 2, 4 und 6) veranschaulicht, dass die Komple-
xe mit verringerter Mobilität bei Zugabe von Antikörpern für E2F3 und p107
nicht mehr gebildet werden, was eine spezifische Bindung von E2F3 und p107
an die SOHI andeutet. Da die beiden Komplexe gleichermaßen durch diese
Antikörper depletiert werden, ist davon auszugehen, dass E2F3 und p107 in
einem Komplex an die SOHI binden. Das Fehlen einer „Superhift-Bande“ mit
weiter verringerter Mobilität könnte dadurch erklärt werden, dass die für den
Supershift verwendeten Antikörper an der DNA-bindenden Domäne der beiden
Transkriptionsfaktoren binden und somit die Interaktion mit dem verwendeten
Oligonukleotid inhibieren. Im Gegensatz dazu entsteht nach Zugabe des c-myb
Antikörpers ein neuer Komplex mit verringerter Mobilität, der mit einem Pfeil
gekennzeichnet ist (Supershift). Allerdings wird dieser nur sehr schwach aus-
gebildet. Dies deutet eine spezifische Bindung von c-myb in der SOHI an.
unspezifisch
Supershift
E2F3 p107 c-myb
* * *
1
2
3
* Spur des Supershifts
Abb. 13: Die Transkriptionsfaktoren E2F3, p107 und c-myb interagieren in proliferieren-
den Hepa1-6-Zellen mit der SOHI im Cyclin-E2-Promotor. Nukleäre Extrakte aus proliferie-
renden Hepa1-6-Hepatomzellen wurden für EMSA-Analysen eingesetzt. Als Zielsequenz wurde
das radioaktiv markierte Oligonukleotid 2 verwendet. Der linke Teil der Abbildung zeigt das voll-
ständige Autoradiogramm des EMSA. Aufgrund der relativ schwachen Signale wurde der rele-
vante Teil des Autoradiogramms ausschnittsvergrößert und ist im rechten Teil der Abbildung
dargestellt. DNA-Protein Komplexe mit verringerter Mobilität sind mit Pfeilen gekennzeichnet. In
den mit * markierten Spuren wurde zu dem Reaktionsansatz zusätzlich ein spezifischer Antikör-
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per für E2F3 (Spur 2), p107 (Spur 4) oder c-myb (Spur 6) zugegeben. Nach Zugabe von E2F3
bzw. p107 Antikörper wird die Bildung eines DNA-Protein Komplexes verringerter Mobilität ver-
hindert. Nach Zugabe des c-myb Antikörpers wird ein neuer, jedoch schwacher Komplex mit
weiter verringerter Mobilität gebildet, der mit einem Pfeil gekennzeichnet ist (Supershift).
3.1.3.1.2 In vitro-Mutagenese und funktionelle Analyse der postulierten
E2F-Bindungsstelle in der SOHI des Cyclin E2-Promotors
Frühere Arbeiten zeigten, dass Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie für die
physiologische Regulation von Cyclin E1 von besonderer Bedeutung sind und
wiesen insbesondere funktionelle E2F1-Bindungsstellen im Cyclin E1-Promotor
nach 60,61 .
Die in Kapitel 3.1.3.1.1 dargestellten Ergebnisse deuten an, dass E2F-
Transkriptionsfaktoren auch für die Regulation des Cyclin E2-Promotors eine
wichtige Rolle spielen könnten. Um eine Funktion der postulierten E2F-
Bindungsstelle in der SOHI des Cyclin E2-Promotors nachzuweisen, wurde in
den nachfolgend beschriebenen Experimenten die postulierte E2F-
Bindungsstelle mittels gerichteter in vitro-Mutagenese in dem Reporterkonstrukt
-1418/+91 (maximale Promotoraktivität, vergleiche Abb. 10) mutiert und damit
inaktiviert.
Die in vitro-Mutagenese der E2F-Bindungsstelle erfolgte mit Hilfe eines Oligo-
nukleotids und – wie in Kapitel 2.2.1.11 beschrieben – mit Hilfe eines Quik-
Change Site-Directed Mutagenesis Kits (Stratagene). Dabei wurde das Guano-
sin an Position -1378 gegen Thymidin sowie das Adenosin an Position -1374
gegen Guanosin ausgetauscht. Dadurch wurde die Konsensussequenz für E2F
zerstört und zusätzlich eine XhoI-Schnittstelle generiert, welche für den Nach-
weis der erfolgreichen Mutagenese eingesetzt wurde. Die Strategie und der
Ablauf der Mutagenese sind in Abb. 14 dargestellt.
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GACACTCCGAA GATCTAAGAG CCACCGTGAG GGGGCCCGGCGCGAACTGGA AGGCGTGCGG GAGCCTGTGG TGGGCAACCA GCATGGGGG
CCCGGCTCGAGCTGGA
CCCGGCGCGAACTGGA
Mutation
-1418 -1329
-1378 und -1374
pot. E2F site
mutierte E2F site -1418/+91 E2Fmut
mit Xho I-Schnittstelle
Abb. 14: Strategie zur in vitro-Mutagenese der E2F-Bindungsstelle. Die Position der Ba-
senaustausche (-1378: G gegen T; -1374: A gegen G) ist in fetten Buchstaben hervorgehoben.
Dieser Austausch generiert zusätzlich eine XhoI-Schnittstelle im Cyclin E2-Promotor, welche für
den Nachweis der erfolgreichen Mutagenese verwendet wurde.
Nach der in vitro-Mutagenese-Reaktion wurde der Reaktionsansatz in E.coli-
Bakterien transformiert und aus Einzelklonen DNA isoliert. Diese wurde mit
XhoI gespalten und in einem 2 %igem Agarosegel auf das Vorhandensein einer
zusätzlichen Bande untersucht. Abb. 15 zeigt den Nachweis der erfolgreichen
Mutagenese in einem Einzelklon, der mit -1418/+91 E2Fmut bezeichnet wurde.
1000 bp
1650 bp
2000 bp
3000 bp
4000 bp
8000 bp
-1418/+91 -1418/+91
E2Fmut
Abb. 15: Nachweis der erfolgreichen in vitro-Mutagenese der E2F-Bindungsstelle in der
SOHI. Das Einfügen von zwei Punktmutationen in der SOHI erzeugte eine zusätzliche XhoI-
Restriktionsschnittstelle im Cyclin E2-Promotor. Dadurch entsteht nach Verdau mit XhoI eine
zusätzliche Bande von ca. 1,5 kb (Spur 2). Das ursprüngliche Konstrukt -1418/+91 wird dage-
gen durch XhoI lediglich linearisiert und besitzt eine Größe von 7 kb.
Um den Effekt der mutierten E2F-Bindungsstelle auf die Cyclin E2-
Promotoraktivität zu untersuchen, wurde die Luziferaseaktivität in HuH7-
Hepatomzellen nach Transfektion mit den Konstrukten -1418/+91 bzw.
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-1418/+91 E2Fmut gemessen und miteinander verglichen. Überraschenderwei-
se zeigte sich, dass das Konstrukt -1418/+91 E2Fmut in proliferierenden Hepa-
tomzellen eine deutlich stärkere Promotoraktivität vermittelt als der ohnehin
schon starke Minimalpromotor, welcher im Konstrukt -1418/+91 vorliegt (Abb.
16). Daher handelt es sich bei der im Cyclin E2-Promotor postulierten E2F-
Bindungsstelle vermutlich um eine Sequenz, welche prädominant inhibitorische
Transkriptionsfaktoren bindet. Wird diese Bindung durch Mutagenese blockiert,
kommt es zu der in Abb. 16 dargestellten, erhöhten Promotoraktivität. Dieser
Aspekt wird in Kapitel 4 ausführlich diskutiert.
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Abb. 16: Die Mutagenese der postulierten E2F-Bindungsstelle im Cyclin E2-Promotor
führt zu einer erhöhten Promotoraktivität. Die Konstrukte -1418/+91 und -1418/+91 E2Fmut
wurden transient in HuH7-Hepatomzellen transfiziert. Zellextrakte wurden wie bereits beschrie-
ben auf Luziferase- und ß-Galaktosidaseaktivität untersucht. Als Negativkontrolle dienten pGL2-
transfizierte Zellen ohne Luziferaseaktivität. Auf der Y-Achse ist die durch die ß-
Galaktosidaseaktivität normierte relative Luziferaseaktivität dargestellt. Bei allen Messwerten
handelt es sich um Mittelwerte aus mindestens vier unabhängigen Transfektionsversuchen. Die
Fehlerbalken zeigen die mittlere Standardabweichung an.
3.1.3.1.3 Funktion der SOHI für die Genregulation von Cyclin E2 in vivo
Die bisher dargestellten Experimente untersuchten die Regulation des Cyclin
E2-Promotors ausschließlich in kontinuierlich proliferierenden Hepatomzellen,
wobei davon ausgegangen wurde, dass Cyclin E2 in diesem System konstitutiv
exprimiert wird. Dieses Modell spiegelt daher die in vivo-Regulation von Cyclin
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E2 in der Leber nur unzureichend wieder. In der gesunden Leber befinden sich
die meisten Hepatozyten im G0-Ruhezustand des Zellzyklus. Aktuelle Arbeiten
37 zeigen, dass Cyclin E2 in der unbehandelten Leber basal nur schwach
exprimiert wird, nach einer Zellzyklusstimulation wie z.B. einer 2/3 partiellen
Hepatektomie (PH) jedoch transkriptionell innerhalb von ca. 36 Stunden hoch-
reguliert wird, wobei das Genexpressionsmaximum von Cyclin E2 etwa 40
Stunden nach PH erreicht wird.
Um die Funktion der SOHI für die Regulation und Induktion von Cyclin E2 in
vivo zu untersuchen, wurden EMSA-Experimente mit den Oligonukleotiden 1-3
(vergleiche Abb. 12) und nukleären Extrakten aus Mauslebern zu verschiede-
nen Zeitpunkten nach Hepatektomie (0 Stunden, 40 Stunden und 48 Stunden)
durchgeführt. Wie weiter oben bereits dargestellt, sind die Oligonukleotide 2
und 3 bis auf eine Mutation der potentiellen E2F-Bindungsstelle in Oligonukleo-
tid 3 sequenzidentisch.
Bei Verwendung von Oligonukleotid 1 wurden im EMSA zwei Komplexe mit ver-
ringerter Mobilität detektiert, welche mit K1 und K2 bezeichnet wurden (Abb. 7,
linker Teil). K1 wird konstitutiv in der unbehandelten Leber ausgebildet und
nimmt zeitabhängig ab, wobei dieser 48 Stunden nach PH nicht mehr nach-
weisbar ist. Daher ist es wahrscheinlich, dass K1 zur Inaktivierung des Cyclin
E2-Promotors beiträgt. Im Gegensatz dazu ist Komplex K2 in G0-Lebern nicht
nachweisbar und hat seine maximale Intensität zum Zeitpunkt des Cyclin E2-
Expressionsmaximums 40 Stunden nach PH (Abb. 17, linker Teil) 37. Bei Ver-
wendung von Oligonukleotid 2 wurden im EMSA drei Komplexe (K3, K4 und
K5) nachgewiesen (Abb. 17, mittlerer Teil). Komplex K3 ist konstitutiv in allen
Proben mit gleicher Intensität nachweisbar und scheint für die Regulation von
Cyclin E2 daher keine Rolle zu spielen. Komplex K4 wird analog zu K1 reguliert
und bildet sich mit zunehmender Zellzyklusaktivität in der Leber (40-48 Stunden
nach PH) zurück. Dagegen wird der Komplex K5 zellzyklus-abhängig massiv
hochreguliert und erreicht wie Komplex K2 maximale Intensität 40 Stunden
nach PH.
Nach Inkubation der nukleären Extrakte mit Oligonukleotid 3 konnte im EMSA
nur ein relevanter Komplex (K6) nachgewiesen werden (Abb. 17, rechter Teil),
der analog zu K2 und K5 zellzyklus-abhängig hochreguliert wird und 40 Stun-
den nach PH seine maximale Intensität hat. Der mit Oligonukleotid 2 beobach-
tete Komplex K4 ist hier nicht mehr nachweisbar, was vermutlich auf die einge-
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führten Punktmutationen im Bereich der postulierten E2F-Bindungsstelle zu-
rückzuführen ist.
Zusammenfassend veranschaulicht dieses Experiment, dass die Bindung von
Proteinen an die SOHI in der Leber stark reguliert ist, wobei die Daten dafür
sprechen, dass diese Sequenz zellzyklus-abhängig sowohl aktivierende als
auch inhibitorische Komplexe bindet. Darüber hinaus wird deutlich, dass die
regulatorischen DNA-Elemente über die kompletten 89 Basenpaare der SOHI
verteilt sind.
Zeit nach PH (h)0 40 48 0 40 48 0 40 48
K1
K2
K3
K4
K5 K6
Oligo 1 Oligo 2 Oligo 3
Abb. 17: Die SOHI ist ein regulatives DNA-Element in der regenerierenden Leber. Mit Wild-
typ-Mäusen wurde eine partielle Hepatektomie (PH) durchgeführt. Zu den Zeitpunkten 0, 40 und
48 Stunden nach PH wurde den Tieren die restliche Leber entnommen und daraus nukleäre
Extrakte isoliert.
Linker Teil: EMSA-Experiment mit Oligonukleotid 1 (Oligo 1) und nukleären Leberextrakten zu
verschiedenen Zeitpunkten nach PH. Komplexe mit verringerter Mobilität sind mit Pfeilen her-
vorgehoben und als K1 bzw. K2 gekennzeichnet. Mittlerer Teil: Analoges EMSA-Experiment
mit Oligonukleotid 2 (Oligo 2); Komplexe mit verringerter Mobilität sind mit Pfeilen hervorgeho-
ben und als K3, K4 und K5 gekennzeichnet. Rechter Teil: EMSA-Experiment mit Oligonukleo-
tid 3 (Oligo 3). Man beachte, dass Oligo 2 und 3 mit Ausnahme von zwei Punktmutationen in
Oligo 3 sequenzidentisch sind. Ein Komplex mit verringerter Mobilität ist mit einem Pfeil hervor-
gehoben und wird als K6 bezeichnet. Dabei ist K6 vermutlich identisch mit K5.
Ergebnisse 48
3.1.4 Analyse weiterer potentieller Bindungsstellen im Cyclin E2-
Promotor
Bei der Untersuchung weiterer potentieller Bindungsstellen für zellzyklusrele-
vante Transkriptionsfaktoren im Cyclin E2-Promotor wurde die durch TESS-
Datenbankanalyse postulierte Bindungsstelle für c-myc an Position -1633 (ver-
gleiche Abb. 8) in einem EMSA-Experiment überprüft. Dazu wurde ein Oligo-
nukleotid konzipiert, welches die postulierte Konsensussequenz für c-myc an
Position -1633 enthält. Um eine wachstums- und zellzyklusabhängige Bindung
nachzuweisen, erfolgte die Überprüfung der Bindung des Proteins sowohl in
proliferierenden, als auch in FCS- und MMC-arretierten HuH7-Zellen. Die Vor-
gehensweise zum Zellzyklusarrest von Hepatomzellen ist in Kapitel 3.2.1 dar-
gestellt.
Das Ergebnis des EMSAs wird in Abb. 18 veranschaulicht. In den proliferieren-
den HuH7-Zellen (+FCS, Spur 1) wird konstitutiv ein Komplex verringerter Mobi-
lität mit dem verwendeten Oligonukleotid gebildet. Interessanterweise wird die-
ser Komplex nach Zellzyklusarrest durch Serumentzug (-FCS, Spur 2) oder
durch Mitomycin C Behandlung (+MMC, Spur 3) nicht mehr gebildet. Daher
zeigt dieses Experiment, dass an der postulierten Bindungsstelle für c-myc an
Position -1633 ausschließlich in proliferierenden, nicht aber in zellzyklus-
arretierten Zellen ein Protein bindet. Ob es sich bei diesem Faktor tatsächlich
um c-myc handelt, konnte nicht abschließend geklärt werden, da ein entspre-
chendes Supershift-Experiment mit einem spezifischen c-myc Antikörper zu
keinem eindeutigen Ergebnis führte (Daten nicht gezeigt).
+FCS -FCS +FCS
+MMC
Abb. 18: Zellzyklus-abhängige Komplexbildung an der postulierten Bindungsstelle für c-
myc an Position -1633. HuH7-Hepatomzellen wurden entweder durch Serumentzug für 24
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Stunden (-FCS, Spur 2) oder durch Behandlung mit Mitomycin C (+MMC, Spur 3) mit einer
Konzentration von 10 µg/ml für 24 Stunden arretiert. Als Kontrolle dienten kontinuierlich prolife-
rierende Zellen (+FCS, Spur 1). 24 Stunden nach Zellzyklusarrest wurden die Zellen geerntet
und nukleäre Extrakte isoliert und für einen EMSA mit dem Oligonukleotid um Position -1632
(Sequenz: caccgt) verwendet. Der linke Teil zeigt das vollständige Autoradiogramm; der rechte
Teil stellt eine Ausschnittsvergrößerung des relevanten Bereiches dar. Ein Komplex mit verrin-
gerter Mobilität in kontinuierlich proliferierenden HuH7-Zellen ist mit einem Pfeil hervorgehoben.
Ob es sich bei dem Transkriptionsfaktor tatsächlich um c-myc handelt konnte nicht abschlie-
ßend geklärt werden.
3.2 Regulation des Cyclin E2-Promotors in synchronisierten Hepatomzel-
len
In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Cyclin E2-Promotorregulation in
synchronisierten Hepatomzellen dargestellt.
3.2.1 Etablierung eines Zellzyklusarrests in Hepatomzellen durch Serum-
entzug oder Mitomycin C
In den bisher dargestellten Experimenten an Hepatomzellen wurden aus-
schließlich proliferierende Zellen verwendet bei denen fortlaufend eine Aktivie-
rung von Cyclin E2 stattfindet. Daher konnte nach Transfektion der Promotor-
Reporterkonstrukte nicht zwischen der basalen und induzierbaren Promotorak-
tivität unterschieden werden. Um zu überprüfen, ob die regulatorischen Elemen-
te in der SOHI für die basale oder induzierbare Cyclin E2-Promotoraktivität ver-
antwortlich sind, sollte daher versucht werden, Hepatomzellen im Zellzyklus zu
arretieren und die Promotoraktivität verschiedener Reporterkonstrukte in arre-
tierten und proliferierenden Zellen miteinander zu vergleichen.
Für diesen Ansatz wurden murine Hepa1-6- sowie humane HuH7-
Hepatomzellen auf Petrischalen ausgesät und entweder für 24 Stunden unter
Serumentzug oder unter Zugabe von Mitomycin C (10 µg/ml) kultiviert. Sowohl
der Serumentzug, als auch die Mitomycin C Behandlung führte zu einem erfolg-
reichen Zellzyklusarrest in den Zellen und konnte mikroskopisch an einer ver-
änderten Zellmorphologie (vergrößerte Zellen) sowie an einer verringerten Zell-
dichte nachgewiesen werden (Abb. 19 und Abb. 20).
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Abb. 19: Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen von proliferierenden und arretierten
Hepa1-6- und HuH7-Zellen nach Serumentzug. 10fache Vergrößerung mit Phasenkontrast.
A: Gegenüberstellung von proliferierenden und FCS-arretierten Hepa1-6-Zellen.+FCS: Zellen
mit serumhaltigem Medium nach 24stündiger Kultur. -FCS: Zellen mit Serumentzug. Arretierte
Zellen zeigen eine geringere Zelldichte, sind auf Grund der Zytoplasmazunahme größer und
versuchen über ihre pseudopodienartigen Ausläufer, Kontakt zu anderen Zellen herzustellen. B:
Gegenüberstellung von proliferierenden und FCS-arretierten HuH7-Zellen. +FCS: Zellen mit
serumhaltigem Medium nach 24stündiger Kultur. -FCS: Zellen mit Serumentzug.
Ergebnisse 51
Hepa1-6
+FCS
Hepa1-6
+FCS
+MMC
A
HuH7
+FCS
HuH7
+FCS
+MMC
B
Abb. 20: Phasenkontrastmikroskopische Bilder von proliferierenden und MMC-arretierten
Hepa1-6- und HuH7-Zellen. Hepa1-6- und HuH7-Zellen wurden auf Petrischalen ausgesät. Die
Zellen, die im rechten Teil der Abb. A und B dargestellt sind, wurden für 24 Stunden mit Mito-
mycin C (+MMC, Konzentration 10 µg/ml) behandelt. 10fache Vergrößerung mit Phasenkon-
trast. A: Gegenüberstellung von proliferierenden und MMC-arretierten Hepa1-6-Zellen. B: Ge-
genüberstellung von proliferierenden und MMC-arretierten HuH7-Zellen. A+B: Geringere An-
zahl von arretierten Zellen gegenüber proliferierenden Zellen. Durch die Arretierung und die
damit verbundene Zytoplasmazunahme erscheinen diese größer. Mit Hilfe ihrer Ausläufer ver-
suchen die arretierten Zellen, Kontakt zu anderen Zellen herzustellen.
Um den Einfluss des Zellzyklusarrests auf die endogene Genexpression von
Cyclin E1 und Cyclin E2 zu untersuchen, wurde aus proliferierenden sowie arre-
tierten Hepa1-6- und HuH7-Zellen Gesamt-RNA isoliert, in cDNA umgeschrie-
ben und mittels quantitativer real-time (qRT) PCR auf die Expression von Cyclin
E1 und Cyclin E2 untersucht (Abb. 21). In Hepa1-6-Zellen konnte sowohl durch
Serumentzug, als auch durch Mitomycin C Behandlung die Cyclin E1-
Genexpression gleichermaßen um ca. 90 % reduziert werden (Abb. 21A). Da-
gegen führte der Serumentzug in Hepa1-6-Zellen nur zu einer 80 %igen Reduk-
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tion der Cyclin E2-Expression und die Mitomycin C Behandlung sogar nur zu
einer um 60 % reduzierten Expression von Cyclin E2 (Abb. 21B). Aus diesen
Ergebnissen kann gefolgert werden, dass die Expressionsstärke von Cyclin E2
wesentlich geringer von der Zellzyklusprogression abhängt als die von Cyclin
E1.
In HuH7-Zellen führte der Zellzyklusarrest durch Mitomycin C zu einer nahezu
vollständigen Inhibition der Cyclin E1- und E2-Genexpression (Abb. 21 C und
D), während ein Serumentzug nur zu einer moderaten Herabregulation beider
Cycline führte.
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Abb. 21: Relative Genexpression von Cyclin E1 in Hepa1-6- und HuH7-Zellen nach Zell-
zyklusarrest durch Serumentzug oder Mitomycin C Behandlung. Hepa1-6- und HuH7-
Hepatomzellen wurden auf Petrischalen ausgesät und für 24 Stunden entweder durch Serum-
entzug (-FCS) oder durch Mitomycin C Behandlung (+MMC, Konzentration 10 µg/ml) arretiert.
Aus den so behandelten Zellen wurde RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die Abbildung
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zeigt die relative um die GAPDH-Expression normierte Genexpression von Cyclin E1 bzw. Cyc-
lin E2. A: Cyclin E1-Expression in Hepa1-6-Zellen. B: Cyclin E2-Expression in Hepa1-6-Zellen.
C: Cyclin E1-Expression in HuH7-Zellen D: Cyclin E2-Expression in HuH7-Zellen. Die Daten
geben die Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten an. Der Fehlerbalken zeigt die mitt-
lere Standardabweichung.
Im nächsten Schritt wurde untersucht, inwieweit die SOHI für die zellzyklus-
abhängige Induktion des Cyclin E2-Promotors verantwortlich ist. Dazu wurden
HuH7-Hepatomzellen zunächst mit den Konstrukten -1418/+91 (enthält die
SOHI) und -1329/+91 (SOHI, stark reduzierte Promotoraktivität) transfiziert.
Nach erfolgreicher Transfektion wurden die Zellen für 24 Stunden durch Se-
rumentzug arretiert und danach auf Luziferaseaktivität untersucht. Obwohl das
Konstrukt -1329/+91 – wie bereits gezeigt – eine generell deutlich reduzierte
Promotoraktivität besitzt, hatte der Zellzyklusarrest überraschenderweise kei-
nerlei Einfluss auf die Promotoraktivität in beiden verwendeten Konstrukten
(Abb. 22). Daher sind die regulatorischen DNA-Elemente in der SOHI vermut-
lich in erster Linie für die basale Cyclin E2-Promotoraktivität verantwortlich.
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Abb. 22: Der Zellzyklusarrest durch Serumenzug (-FCS) hat keinen Einfluss auf die Pro-
motoraktivität der Cyclin E2-Promotorkonstrukte -1418/+91 und -1329/+91.
Die beiden Konstrukte wurden transient in HuH7-Hepatomzellen transfiziert und diese für 24
Stunden durch Serumentzug arretiert. Zellextrakte wurden auf Luziferase- und ß-
Galaktosidaseaktivität untersucht. pGL2-transfizierte Zellen ohne Luziferaseaktivität dienten als
Negativkontrolle. Auf der Y-Achse ist die durch die ß-Galaktosidaseaktivität normierte relative
Luziferaseaktivität dargestellt. Bei allen Messwerten handelt es sich um Mittelwerte aus mindes-
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tens vier unabhängigen Transfektionsversuchen. Die Fehlerbalken zeigen die mittlere Stan-
dardabweichung an.
Analog zu dem oben beschriebenen Experiment sollte weiterhin geprüft wer-
den, inwieweit eine Mutation der postulierten E2F-Bindungstelle an Position -
1378 die Cyclin E2-Promotorregulation nach Zellzyklusarrest beeinflusst. Dabei
zeigte sich, dass das Konstrukt -1418/+91 E2Fmut völlig unabhängig von der
Zellzyklusphase (Proliferation versus Arrest) eine stärkere Promotoraktivität
vermittelt als das Referenzkonstrukt -1418/+91.
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Abb. 24: Die Mutation der E2F-Bindungsstelle im Cyclin E2-Promotor führt bei proliferie-
renden und serumarretierten Zellen (-FCS) zu einer erhöhten Promotoraktivität. Die bei-
den Konstrukte wurden ebenfalls transient in HuH7-Hepatomzellen transfiziert und diese für 24
Stunden durch Serumentzug arretiert. Zellextrakte wurden auf Luziferase- und ß-
Galaktosidaseaktivität untersucht. pGL2-transfizierte Zellen ohne Luziferaseaktivität dienten als
Negativkontrolle. Auf der Y-Achse ist die durch die ß-Galaktosidaseaktivität normierte relative
Luziferaseaktivität dargestellt. Bei allen Messwerten handelt es sich um Mittelwerte aus mindes-
tens vier unabhängigen Transfektionsversuchen. Die Fehlerbalken zeigen die mittlere
Standardabweichung an.
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3.2.2 Analyse der zellzyklusabhängigen Cyclin E2-Promotorregulation in
synchronisierten Hepatomzellen
Im letzten Abschnitt der hier vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, in-
wieweit der Cyclin E2-Kernpromotor zellzyklus-abhängig reguliert wird, wie
stark die SOHI an dieser Regulation beteiligt ist und welche Rolle die postulierte
E2F-Bindungsstelle für die Zellzyklusregulation spielt.
Zu diesem Zweck wurden HuH7-Hepatomzellen zunächst mit den Konstrukten
-1418/+91 (enthält den Kernpromotor), -1418/+91 E2Fmut (enthält die mutierte
E2F-Bindungsstelle und zeigt erhöhte Promotoraktivität) sowie -1329/+91
(SOHI) transient transfiziert und für 24 Stunden durch Serumentzug arretiert.
Danach wurden die Zellen synchron durch Zugabe von serumhaltigem Medium
in die Zellzyklusprogression getrieben. Nach Serumzugabe wurde für einen
Zeitraum von 14 Stunden alle zwei Stunden ein Aliquot der Zellen entnommen
und auf Luziferaseaktivität untersucht.
Die mit dem Kernpromotor -1418/+91 transfizierten Zellen zeigten dabei eine
biphasische Induktion der Promotoraktivität mit Aktivitätsmaxima nach vier bzw.
acht Stunden (Abb. 24), was belegt, dass der Kernpromotor tatsächlich zellzyk-
lus-abhängig reguliert wird.
Im Gegensatz dazu zeigten die mit -1418/+91 E2Fmut transfizierten Zellen ana-
log zu vorherigen Experimenten, eine deutlich erhöhte basale Luziferaseaktivi-
tät, beschleunigte Promotorinduktion sowie eine deutlich verlängerte Promotor-
aktivität auf hohem Expressionsniveau (Abb. 24). Erst zwölf Stunden nach Wie-
dereintritt in den Zellzyklus ging die Luziferaseaktivität auf etwa das Ausgangs-
niveau zurück. Dieses Ergebnis zeigt, dass die E2F-Bindungsstelle in der SOHI
tatsächlich eine hohe Affinität für inhibitorische Transkriptionsfaktoren aufweist.
Wird diese Bindungsstelle durch Mutation inaktiviert, führt dies zu einer stärke-
ren und verlängerten Promotoraktivität und dem Verlust der zyklischen, zellzyk-
lusabhängigen Genregulation.
Dagegen zeigten die mit dem Konstrukt -1329/+91 transfizierten Zellen keinerlei
zellzyklus-abhängige Induktion oder Herabregulation. Stattdessen blieb die Lu-
ziferaseaktivität über den kompletten Untersuchungszeitraum von 14 Stunden
auf einem gleichbleibend niedrigen Expressionsniveau (Abb. 24). Dadurch
konnte abschließend nachgewiesen werden, dass die SOHI für die zellzyklus-
abhängige Regulation des Cyclin E2-Promotors absolut essentiell ist.
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Abb 24: Relative Luziferaseaktivität der Promotorkonstrukte -1418/+91, -1418/+91 E2Fmut
und -1329/+91 über einen Zeitraum von 14 Stunden nach Zellzyklusarrest durch Serum-
entzug. Nach transienter Transfektion von HuH7-Zellen mit den Konstrukten -1418/+91, -
1418/+91 E2Fmut und -1329/+91 fand ein Zellzyklusarrest mittels Serumentzug für 24 Stunden
statt. Anschließend erfolgte die Zellzyklusprogression, indem den Hepatomzellen serumhaltiges
Medium hinzugefügt wurde. Alle zwei Stunden nach Serumzugabe (0-14 Stunden) wurde die
Luziferaseaktivität gemessen, die als die durch die ß-Galaktosidaseaktivität normierte relative
Luziferaseaktivität auf der Y-Achste dargestellt ist. Auf der X-Achse ist die Zeit in Stunden (h)
angegeben. Mit dem Kernpromotor transfizierte Zellen (-1418/+91) zeigen eine biphasische
Induktion der Promotoraktivität. Zellen, die mit dem Mutationskonstrukt -1418/+91 E2Fmut
transfiziert wurden, weisen eine hohe basale Expression, eine beschleunigte Promotorinduktion
sowie eine verlängerte Promotoraktivität mit hohen Expressionswerten auf. Mit dem Konstrukt -
1329/+91 transfizierte Zellen zeigen dagegen eine zellzyklus-unabhängige Promotoraktivität,
die über den gesamten Zeitraum auf einem konstant niedrigen Expressionsniveau bleibt.
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4 DISKUSSION
In diesem Kapitel werden die Ergebnisse diskutiert und außerdem die noch of-
fenen Fragen/Ausblick dargestellt.
4.1 Diskussion
Untersuchungen der letzten zehn Jahre belegen, dass Cyclin E1 und E2 für den
Übergang der Zellen aus der G1- in die S-Phase bzw. für die Transition der ru-
henden Zellen (G0-Phase) in die Zellzyklusprogression von Bedeutung sind
52,53.
Bisher wurde angenommen, dass Cyclin E1 und E2 überlappende Funktionen
wahrnehmen und daher annähernd redundant sind. Die relativ wenigen publi-
zierten Arbeiten zu Cyclin E2 zeigen, dass dieses Protein viele strukturelle und
funktionelle Gemeinsamkeiten mit Cyclin E1 besitzt. Neben der großen Über-
einstimmung im Bereich der „Cyclin-Box“ (75 % Übereinstimmung) und der Se-
kundärstruktur (56 % Übereinstimmung) 47,49 zeigten sich in den Versuchen
mehrerer Forschungsgruppen auch Homologien in den physiologischen Eigen-
schaften der beiden E-Cycline. Ebenso wie Cyclin E1 bildet Cyclin E2 Komple-
xe mit den zellzyklus-abhängigen Kinasen Cdk2, Cdk1 (Cdc2) sowie Cdk3 und
reguliert so deren Kinaseaktivität 47,50,51. Die Cyclin E2-Expression ist ebenfalls
maximal beim Übergang von der G1- in die S-Phase. Eine Hemmung des Prote-
ins erfolgt über die Inhibitoren der CIP/ KIP-Familie (p21 und p27) 47,49,51. Auch
der Abbau von Cyclin E2 findet mit Hilfe des Ubiquitin-Proteasomen-Systems
statt 47,49.
Die Arbeitssgruppe um Zariwala zeigte in ihren Ergebnissen zur Cyclin E1-und
E2-Expression in humanen Fibroblasten, dass die periodische Oszillation der
Cyclin E2-Expression im Verlauf des Zellzyklus mit denen von Cyclin E1 annä-
hernd übereinstimmen 47. Ebenso wie Cyclin E1 war Cyclin E2 in ruhenden Zel-
len und während der frühen G1-Phase nicht nachweisbar. Erst im Verlauf der
G1-Phase mit einem Maximum der Expression während des G1/S-Übergangs
erfolgte der Nachweis beider E-Cycline. Die Expression nahm nach Eintritt in
die S-Phase ab, so dass sich während der G2- und M-Phase nur noch eine ba-
sale Aktivität von Cyclin E1 und Cyclin E2 nachweisen lies.
Das Modell der partiellen Hepatektomie in Mäusen ist ein hervorragendes Mo-
dell zur Analyse von Zellzyklusregulation in vivo. Aktuelle Ergebnisse der eige-
nen Arbeitsgruppe 37 zur Cyclin E1- und Cyclin E2-Expression in der Leber von
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Wildtyp-Mäusen zeigten, dass die Expression der E-Cycline 40 Stunden nach
partieller Hepatektomie ihr Maximum erreicht. Dieser Zeitpunkt entspricht der
frühen S-Phase. Dieses Ergebnis korreliert mit den bisher publizierten Ergeb-
nissen, in denen das Maximum der E-Cyclin-Expression während des G1/S-
Übergangs beschrieben wurde 47,52,53.
Allerdings machen die Ergebnisse von Nevzorova et al. außerdem deutlich,
dass die zyklischen Oszillationen der Cyclin E1- und E2-Expression zwar abso-
lut synchron verlaufen, die absolute Expression von Cyclin E2 (mRNA-
Moleküle) jedoch je nach Phase des Zellzyklus zwei- bis zehnmal so hoch ist
wie die von Cyclin E1 37. Darüber hinaus zeigte diese Studie neue und unerwar-
tete funktionelle Eigenschaften von Cyclin E1 und E2 auf: Die Deletion von Cyc-
lin E2 in vivo bewirkt eine Überexpression von Cyclin E1 und damit eine ver-
stärkte DNA-Synthese und Proliferation in Hepatozyten, während die Deletion
von Cyclin E1 zu einer starken Herabregulation von Cyclin E2 führt. Offensicht-
lich handelt es sich bei Cyclin E1 und E2 um antagonistisch wirkende E-
Cycline, die ihre Genexpression gegenseitig regulieren können. Dabei lässt sich
allein durch Steuerung des Cyclin E2-Genexpressionsniveaus die Cyclin E1-
Genexpression und die DNA-Synthese in der Leber steuern.
Diese unerwarteten Resultate unserer Arbeitsgruppe über nicht-redundante
Funktionen der E-Cycline, die teilweise im Gegensatz zu den bisherigen An-
nahmen stehen, führten zur Anfertigung dieser Promotion. Die übergeordnete
Fragestellung war dabei, auf welche Weise die gegenüber Cyclin E1 deutlich
erhöhte Basalexpression von Cyclin E2 vermittelt wird und welche regulatori-
schen Elemente die Genexpression von Cyclin E2 steuern. Dazu sollte in der
hier vorliegenden Arbeit der Cyclin E2-Promotor isoliert und charakterisiert wer-
den, um danach mögliche zellzyklusrelevante Transkriptionsfaktoren zu identifi-
zieren, die für die Steuerung von Cyclin E2 verantwortlich sind.
Ein Schlüsselergebnis dieser Arbeit war die Identifizierung einer nur 89 Basen-
paare umfassenden Sequenz, welche als SOHI (Sequence of High Interest)
bezeichnet wurde und die für die Cyclin E2-Promotoraktivität in kontinuierlich
proliferierenden Hepatomzellen absolut essentiell ist. Da sich diese Zellen in
ständiger Zellzyklusprogression befinden und somit konstitutiv hohe Expressi-
onslevel von E-Cyclinen aufweisen, war zunächst nicht klar, ob die identifizierte
Sequenz für die Basalaktivität von Cyclin E2 oder die Cyclin E2-Induktion ver-
antwortlich ist.
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Um die Suche nach Transkriptionsfaktoren, die die Cyclin E2-Expression über
eine Interaktion mit der SOHI kontrollieren, weiter einzugrenzen, wurde diese
Sequenz zunächst mit Hilfe einer Datenbankanalyse auf signifikante Konsen-
susmotive untersucht. Dabei ergaben sich Bindungsvorhersagen mit hoher
Wahrscheinlichkeit für Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie, p107 sowie c-
myb.
Von den E2F-Transkriptionsfaktoren existieren unterschiedliche Subtypen, die
entweder aktivierende (E2F1/2) oder inhibierende Eigenschaften (E2F3-8) be-
sitzen 62. Potentielle E2F-Bindungsstellen für den murinen Cyclin E1-Promotor
konnten bereits identifiziert werden,63, die u.a. für die Aktivierung des Promotors
in der G1-Phase von Bedeutung sind.
Die Expression von E2F wird über die Proteine pRB (Retinoblastom Protein),
p107 und p130 gesteuert, die zu einer verminderten Aktivität des Transkripti-
onsfaktors führen 64,65.
C-myb ist ein wichtiger Zellzyklusregulator in der Differenzierung von Stamm-
zellen bei der Hämatopoese 66. Bei Patienten mit chronischer viraler Hepatitis
und Leberzirrhose konnte c-myb in mesenchymalen und/oder perisinusoidalen
Zellen nachgewiesen werden 67.
Mit Hilfe von EMSA-Experimenten konnten in dieser Arbeit erste Hinweise ge-
funden werden, dass die Transkriptionsfaktoren E2F3, p107 und c-myb (Kap.
3.1.3.1.1) tatsächlich mit der SOHI interagieren. Die entsprechende radioaktiv
markierte Sequenz bildete nach Inkubation mit Kernproteinen aus kontinuierlich
proliferierenden Hepatomzellen einen neuen, höhermolekularen Komplex mit
verringerter Mobilität. Diese Komplexbildung konnte durch Zugabe eines Anti-
körpers gegen E2F3, p107 oder c-myb gleichermaßen inhibiert werden, wobei
allerdings nur bei Zugabe von Anti-c-myb ein neuer, wenn auch sehr schwacher
Komplex („Supershift“) detektiert werden konnte. Dieses Experiment lässt drei
Schlussfolgerungen zu: Zum einen scheinen E2F-Faktoren und p107 in einem
einzigen Komplex an die SOHI zu binden, da die detektierten EMSA-Komplexe
in identischer Weise auftreten und sich gleichermaßen durch Anti-E2F oder An-
ti-p107 inhibieren lassen. Diese Annahme wird sehr gut durch aktuelle Literatur
gestützt, die zeigt, dass der Transkriptionsfaktor p107 (allein und zusammen mit
p130) zur Bindung von E2F an die DNA führt 68.
Zum anderen scheinen die verwendeten Antikörper gegen E2F3 und p107 die
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DNA-bindende Domäne der Zielproteine zu blockieren, da nur so ein Ausblei-
ben der Supershift-Komplexe nach Antikörper-Zugabe zu erklären ist. Da die
Zugabe von Anti-c-myb die Bildung eines Supershift-Komplexes bewirkt, bindet
c-myb wahrscheinlich unabhängig von E2F/p107 an die SOHI.
Um die postulierte Bindung von E2F-Transkriptionsfaktoren weiter zu verifizie-
ren, wurde eine in vitro-Mutagenese dieser E2F-Bindungsstelle durchgeführt
(Kap. 3.1.3.1.2). In Reportergenanalysen zeigte sich überraschenderweise,
dass diese Mutation eine deutlich höhere Promotoraktivität im Vergleich zu ei-
nem Kontrollpromotor ohne Mutation
(-1418/+91) bewirkt. Zwei mögliche Erklärungen für diesen unerwarteten Be-
fund sind denkbar: Zum einen könnte durch die Mutagenese unbeabsichtigt
eine „gain of function“-Mutation generiert worden sein, die durch eine optimierte
Bindungsaffinität zu aktivierenden E2F-Transkriptionsfaktoren eine stärkere
Promotoraktivität bedingt. Gründliche Datenbankanalysen der inserierten Muta-
tion gaben allerdings keinerlei Hinweise auf eine residuale oder sogar verbes-
serte Bindung dieser Sequenz an E2F.
Der zweite, weitaus plausiblere Erklärungsansatz für diesen Befund besagt,
dass die postulierte (und mutagenisierte) Bindungsstelle eine hohe Affinität zu
inhibitorischen E2F-Faktoren (E2F3-8) aufweist. Eine Zerstörung dieser Bin-
dungsstelle durch Mutagenese würde dann die Interaktion inhibitorischer E2Fs
verhindern und so – wie im Experiment gezeigt – zu verstärkter Promotoraktivi-
tät führen.
Ein Problem der oben diskutierten Experimente war, dass diese in kontinuierlich
proliferierenden Zellinien durchgeführt wurden. Auf diese Weise konnte nur un-
zureichend die Funktion der SOHI für die induzierbare Cyclin E2-Expression
untersucht werden. Um diesen wichtigen Punkt weiter zu verfolgen, wurde die
SOHI in EMSA-Experimenten unter Verwendung von nukleären Extrakten aus
Mauslebern zu verschiedenen Zeitpunkten (0, 40, 48 Stunden) nach partieller
Hepatektomie untersucht. Mit diesen Experimenten konnten sechs unterschied-
liche, zellzyklus-abhängige Proteinkomplexe (K1-K6) mit der SOHI nachgewie-
sen werden. Von diesen werden K1 und K4 (vergleiche Kapitel 3.1.3.1.3) kon-
stitutiv gebildet und nehmen mit Transition in die S-Phase (40-48 Stunden nach
PH) ab. Dies stützt die oben formulierte Arbeitshypothese, dass die SOHI min-
destens eine Bindungsstelle für inhibitorische Transkriptionsfaktoren enthält.
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Die Komplexe K2, K5 und K6 werden erst mit dem Eintritt in die Zellzykluspro-
gression gebildet und setzen sich daher vermutlich aus Cyclin E2-aktivierenden
Transkriptionsfaktoren zusammen. Die für diese Komplexbildung verantwortli-
chen Faktoren konnten allerdings im Rahmen dieser Arbeit nicht eindeutig iden-
tifiziert werden, da unter anderem nicht alle für die entsprechenden Experimen-
te notwendigen Antikörper zur Verfügung standen.
Um zwischen Promotorelementen für basale bzw. induzierbare Cyclin E2-
Expression zu unterscheiden, wurde in einem weiteren Ansatz versucht, Hepa-
tomzellen mit verschiedenen Reporterkonstrukten zu transfizieren und danach
durch Serumentzug oder Mitomycin C Zugabe im Zellzyklus zu arretieren.
Durch Vergleich der so gemessenen Reporteraktivität mit kontinuierliche prolife-
rierenden Zellen sollten die Promotorelemente für die basale Cyclin E2 Expres-
sion identifiziert werden. Zetterberg und Larsson zeigten in ihren Versuchen
zum Zellzyklusarrest durch Serumentzug, dass die Abwesenheit von FCS er-
heblichen Einfluss auf die Progression der Zellen im Zellzyklus hat 69. Neben
der Inhibition der Proteinsynthese nach 30 bis 60 Minuten erfolgte ein effizienter
Zellzyklusarrest der Zellen für mehrere Stunden bereits nach 15 bis 30 Minuten.
Um die Mehrheit der Zellen zu arretieren, mussten sich diese mindestens eine
Stunde in serumfreiem Medium befinden. In diesen Versuchen zeigte sich aller-
dings auch eine hohe Zellspezifität der Arretierung. Nur Zellen, die in der
postmitotischen Phase vorzufinden sind (etwa drei bis vier Stunden nach Mitose
und vor Passage des G1-Restriktionspunktes), konnten durch den Serumentzug
arretiert werden. Die Zellen treten während des Entzugs in die G0-Phase über.
Ältere Zellen (> vier Stunden und nach dem Passieren des G1-
Restriktionspunktes) waren in der Lage, den Zellzyklus ungehemmt zu durch-
laufen. Offensichtlich sind diese nicht mehr von der Anwesenheit des Serums
abhängig 69,70.
Die eigenen Versuche machten deutlich, dass eine Zellarretierung von Hepa-
tomzellen durch Serumentzug oder Mitomycin C Behandlung prinzipiell möglich
ist. Die so behandelten Hepatomzellen zeigten eine geringere Zelldichte, ver-
änderte Morphologie und deutlich reduzierte Genexpression von Cyclin E1 und
E2. Allerdings wurden in diesen Experimenten keinerlei signifikante Unterschie-
de in der Reporteraktivität eines transfizierten Cyclin E2-Promotorkonstrukts
zwischen proliferierenden und arretierten Zellen deutlich. Dieses Ergebnis steht
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in Widerspruch zu der beobachteten Herabregulation von Cyclin E1- und Cyclin
E2-mRNA in diesen Zellen und konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht zufrie-
denstellend geklärt werden. Allerdings ist es möglich, dass die Kombination von
immortalisierten Hepatomzellen mit Zellzyklusarrest, Transfektion und Repor-
tersystem insgesamt zu artifiziell und fehleranfällig ist, um aussagekräftige Un-
terschiede in der Promotoraktivität zu reproduzieren.
Experimente mit synchronisierten Hepatomzellen (vergleiche Kapitel 2.3.4) über
einen Zeitraum von 14 Stunden veranschaulichten dagegen sehr deutlich die
Funktion der SOHI und insbesondere der E2F-Bindungsstelle für die Induktion
und zellzyklus-abhängige Oszillation der Cyclin E2-Expression. Ein Reporter-
konstrukt ohne SOHI (-1329/+91) zeigte über den kompletten Untersuchungs-
zeitraum weder basale noch induzierbare Promotoraktivität. Im Gegensatz dazu
vermittelte ein Reporterkonstrukt mit der vollständigen SOHI-Sequenz (-
1418/+91) eine Induktion der Promotoraktivität um das fünffache unmittelbar
nach Serumzugabe sowie eine biphasisch oszillierende Reporteraktivität. Die-
ses Schlüsselexperiment belegt eindeutig, dass die SOHI sowohl Steuerungs-
elemente für die basale und die induzierbare Cyclin E2-Promotoraktivität bein-
haltet und überdies die für Cycline typische zyklische Regulation vermittelt. Das
Reporterkonstrukt mit einer mutierten E2F-Bindungsstelle (-1418/+91 E2Fmut)
zeigt dagegen eine deutlich erhöhte Basalaktivität, besitzt weiterhin Induzier-
barkeit, vermittelt aber keine zyklisch regulierte Promotoraktivität mehr. Die zyk-
lische, nicht jedoch die induzierbare Steuerung des Cyclin E2-Promotors wird
daher also über die E2F-Bindungsstelle reguliert.
Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit dargelegt, dass alle für die physiolo-
gische Transkription des Cyclin E2-Gens notwendigen Regulationselemente
(basale Expression, Induzierbarkeit und zyklische Modulation) in den 89 Basen
der SOHI kodiert sind, wobei insbesondere für die zyklische Regulation mit ho-
her Wahrscheinlichkeit inhibitorische E2F-Faktoren (E2F3-8) beteiligt sind.
4.2 Offene Fragen und Ausblick
In der hier vorliegenden Arbeit konnte der für die Regulation von Cyclin E2 es-
sentielle Promotorbereich identifiziert und charakterisiert werden. Allerdings
wurde die Frage nach den beteiligten Transkriptionsfaktoren nur teilweise be-
antwortet. Ein limitierender Faktor war dabei die begrenzte Verfügbarkeit von
Diskussion 63
hoch-spezifischen Antikörpern gegen potentiell beteiligte Transkriptionsfaktoren
für EMSA oder Chromatinimmunpräzipitations- (CHIP) Versuche. Selbst bei
Vorhandensein sämtlicher Antikörper gegen zellzyklus-relevante Transkriptions-
faktoren ist deren Identifizierung an einem so offensichtlich komplexen DNA-
Element wie der SOHI schwierig und technisch aufwändig. Ein vielverspre-
chender aber technisch schwieriger Ansatz hierzu wäre eventuell die Immobili-
sierung der SOHI an eine Matrix, nachfolgende Inkubation mit nukleären Ex-
trakten aus proliferierenden oder ruhenden Hepatozyten, Elution und Aufreini-
gung der gebundenen Proteine sowie deren Nachweis mittels Western Blot o-
der Massenspektroskopie. Diese Experimente hätten den zeitlichen und techni-
schen Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch überschritten.
Ungeachtet dessen geben die Ergebnisse dieser Studie neue Einblicke in die
Regulation von Cyclin E2, die im Zusammenhang mit aktuellen, noch unpubli-
zierten Ergebnissen der eigenen Arbeitsgruppe von einiger Bedeutung sind. So
führt eine Inhibition von Cyclin E2 in vivo zu einer beschleunigten Leberfibrose
in der Maus (Y. Nevzorova, C. Trautwein und C. Liedtke, unpublizierte Daten)
sowie zu einem deutlich erhöhten Tumorwachstum in der Leber (N. Moro und
C. Liedtke, unpublizierte Daten). Daher könnte eine kontrollierte Überexpressi-
on von Cyclin E2 in Krankheitsbildern der Leber eine therapeutische Implikation
haben, für die das Verständnis seiner Genregulation essentiell ist.
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5 ZUSAMMENFASSUNG
Die Cycline E1 und E2 spielen eine essentielle Rolle bei der Transition von ru-
henden Zellen in die Zellzyklusprogression. Aktuelle Arbeiten zeigen, dass sich
die beiden E-Cycline gegenseitig regulieren können. Insbesondere bewirkt eine
Überexpression von Cyclin E2 in der Leber eine Inhibition von Cyclin E1 und
vermindert die Hepatozytenproliferation. Daher wurde in der hier vorliegenden
Arbeit der Cyclin E2-Promotor der Maus isoliert und charakterisiert, um zu ver-
stehen, über welche Mechanismen und regulatorischen Elemente die Cyclin E2
Expression – und damit indirekt auch die Cyclin E1-Regulation – kontrolliert
werden.
Dazu wurde ein ca. 2 kb großes, genomisches DNA-Fragment 5´ proximal des
Cyclin E2-Translationsstarts isoliert und in ein Luziferase-Reportersystem
einkloniert. Durch Generierung sequenzieller 5´-3´-Deletionen in diesem Kon-
strukt wurde der Promotorbereich, der für Cyclin E2-Promotoraktivität in Hepa-
tomzellen essentiell ist, auf 89 Basenpaare eingegrenzt und als SOHI (Sequen-
ce of High Interest) bezeichnet. Durch Datenbankanalyse dieser Sequenz konn-
ten Bindungsstellen für die Transkriptionsfaktoren E2F, p107, c-myb und c-myc
vorhergesagt werden. EMSA-Analysen dieser Bindungsstellen ergaben starke
Hinweise, dass zumindest E2F3, p107 und c-myb tatsächlich an diese Sequenz
binden. Weitere EMSA-Analysen mit in vivo Proben aus Mäusen vor und nach
partieller Hepatektomie zeigten, dass die SOHI ein hoch-reguliertes Promotor-
element darstellt, welches zellzyklus-abhängig von mindestens fünf Protein-
komplexen gebunden wird.
Eine in vitro-Mutagenese der in der SOHI detektierten E2F-Bindungsstelle führ-
te überraschenderweise zu einer erhöhten Cyclin E2-Promotoraktivität, so dass
hier vermutlich ein inhibitorisches E2F-Element identifiziert wurde, welches für
die Herabregulation von Cyclin E2 verantwortlich ist. Die zellzyklus-abhängige
Untersuchung dieses E2F-Elements in synchronisierten Hepatomzellen zeigte,
dass dieses Element für die zyklische Regulation von Cyclin E2 mit verantwort-
lich ist.
Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit der murine Cyclin E2-Promotor iso-
liert und essentielle Regulationselemente sowohl für die basale, als auch für die
induzierbare Promotoraktivität identifiziert. Diese Daten haben potentielle Impli-
kationen für zukünftige Diagnose und Therapie von Lebererkrankungen, da die
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Expressionsstärke von Cyclin E2 die Effizienz der Leberregeneration und das
Risiko einer Tumorerkrankung beeinflusst.
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